Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta para la determinación de la ubicación de pasteurella multocida en conejos afectados con enfermedad respiratoria by Franco Mesa, Martha Lilia
  
 
 
COMPARACIÓN ENTRE 
HIBRIDIZACIÓN in situ E 
INMUNOPEROXIDASA INDIRECTA 
PARA LA DETERMINACIÓN DE LA 
UBICACIÓN DE Pasteurella multocida 
EN CONEJOS AFECTADOS CON 
ENFERMEDAD RESPIRATORIA 
 
 
 
 
 
 
Martha Lilia Franco Mesa 
 
 
 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia  
Bogotá D.C., Colombia 
2012 
 COMPARACIÓN ENTRE 
HIBRIDIZACIÓN in situ E 
INMUNOPEROXIDASA INDIRECTA 
PARA LA DETERMINACIÓN DE LA 
UBICACIÓN DE Pasteurella multocida 
EN CONEJOS AFECTADOS CON 
ENFERMEDAD RESPIRATORIA 
 
 
 
Martha Lilia Franco Mesa 
 
 
Tesis o trabajo de investigación presentada (o) como requisito parcial para optar al título 
de: 
Magister en Salud Animal 
 
 
Director (a): 
MVZ, MSc, PhD Carlos Arturo Iregui Castro 
 
 
Línea de Investigación: 
Fisiopatología Veterinaria 
Grupo de Investigación: 
Patobiología Veterinaria 
 
 
Universidad Nacional de Colombia 
Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia  
Bogotá D.C., Colombia 
2012 
 Dedicatoria 
 
 
 
 
 
 
 
 
A mi familia 
 
 Agradecimientos 
Las montañas más altas son las más difíciles de alcanzar, pero la vista desde la cima 
siempre vale la pena. 
 
Gracias a todos los que con su apoyo me ayudaron a completar este proyecto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Resumen y Abstract VII 
 
Resumen 
La Pasteurella multocida es considerada un habitante normal del tracto respiratorio 
superior de los conejos y es el patógeno más frecuentemente aislado en la enfermedad 
respiratoria de esta especie, sin embargo poco se conoce acerca de su ubicación, 
distribución y densidad. En el presente estudio se estandarizó la técnica de hibridización 
in situ (HIS) para P. multocida, y se comparó esta marcación con la obtenida con 
técnicas de rutina como Inmunoperoxidasa Indirecta (IPI), confirmando así la presencia 
de la bacteria en fosa nasal de conejos afectados con enfermedad respiratoria en su 
forma natural, tanto en conejos asintomáticos de 1-21 días de edad como en conejos 
enfermos con síntomas de rinitis y septicemia, mediante el uso de una sonda de 
oligonucleótidos marcada con digoxigenina y dirigida al 16S rRNA. HIS permitió 
demostrar la ubicación preferencial de esta bacteria en células ciliadas, espacios 
interepiteliales y células caliciformes. 
 
 
 
Palabras clave: Digoxigenina, hibridización in situ, inmunhistoquímica, Pasteurella 
multocida, sondas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Abstract 
Pasteurella multocida is considered to be a normal inhabitant of the upper respiratory 
tract of rabbits and the pathogen most commonly isolated in respiratory disease of this 
species, however little is known about its location, distribution, and density. In this study 
an in situ hybridization (ISH) technique for P. multocida was standardized, and its results 
were compared with routine techniques such as indirect Immunoperoxidase (IPI), thus 
confirming the presence of the bacteria in the nasal cavity of rabbits affected by 
respiratory disease in its natural form, both in asymptomatic 1-21 day old rabbits and in  
sick animals with symptoms of rhinitis and septicemia, an oligonucleotide probe directed 
towards the 16S gen of the rRNA labeled with digoxigenin was used. ISH demonstrated 
the preferential location of this bacterium on ciliated cells, interepithelial spaces and 
goblet cells. 
 
 
Keywords: Digoxigenin, immunohistochemestry, in situ hybridization, Pasteurella 
multocida, probes.  
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 Introducción 
 
La enfermedad respiratoria de los conejos es considerada como una de las patologías de 
mayor impacto en la producción de esta especie (Watson et al, 1975; Kawamoto et al, 
1997; Kpodekon et al., 1999) con tres formas diferentes de presentación: Superior o 
rinítica, neumónica y septicémica (DiGiacomo et al., 1990; Johnson and Wolf, 1993; 
Huertas e Iregui 1996). El patógeno que de manera más constante se aisla y muestra ser 
el más virulento en los procesos neumónicos de los conejos, y que además es 
considerado un habitante normal de la flora del tracto respiratorio superior de esta 
especie, es la P. multocida (Glass and Beasley, 1989; Glavits and Magyar, 1990; Deeb 
and DiGiacomo, 2000; Rougier et al., 2006), junto con ésta frecuentemente también se 
aisla B. bronchiseptica, algunos autores sostienen además que esta sería la encargada 
de abrir la puerta de ingreso a la P. multocida (Nakai et al., 1988; Guzmán et al., 1994; 
Al-Haddawi et al., 2000; Deeb and DiGiacomo, 2000; Villa et al., 2001). A la B. 
bronchiseptica se le atribuyen cuadros respiratorios principalmente de las vías aéreas 
respiratorias superiores y a la P. multocida diferentes patologías que involucran el tracto 
respiratorio alto y bajo causando severas neumonías y septicemias (Register et al., 1998; 
Villa et al., 2001; Chen et al., 2003). 
 
En conejos y otras especies poco se conoce de la ubicación, distribución preferencial y 
densidades de ambos microorganismos en las distintas porciones del tracto respiratorio y 
de sus correspondientes epitelios (Ahn et al, 2008).  Estudios con la forma natural de la 
enfermedad respiratoria en conejos, en los que se empleó la técnica de 
inmunoperoxidasa indirecta (IPI) con anticuerpos policlonales, demostraron la distribución 
de la P. multocida y la B. bronchiseptica, y algunos de sus antígenos liberados, 
posiblemente el LPS, sobre la superficie y el citoplasma de distintas células epiteliales, 
incluidas las ciliadas y caliciformes, pero también las glandulares. Sin embargo no fue 
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posible precisar si la inmunomarcación observada correspondía a una u otra bacteria o a 
sus antígenos, dado que se dio una reacción cruzada de los distintos antisueros con 
cada uno de los citados antígenos y aun con antígenos del epitelio respiratorio de los 
conejos (Botero e Iregui a y b, 1999) 
 
Trabajos posteriores en los que se inocularon las dos bacterias por separado permitieron 
discernir mejor la ubicación de ambas en distintos segmentos del tracto respiratorio alto, 
medio o bajo (Esquinas, 2007); sin embargo, persistieron las dudas sobre el cruzamiento 
antigénico con estructuras epiteliales del hospedero (Barato, 2004; Roa, 2004). Dadas 
éstas dudas técnicas, particularmente las debidas a la distribución antigénica de las 
bacterias completas, se proponen alternativas para su ubicación más precisa basadas en 
técnicas moleculares como la detección de su DNA o rRNA por hibridización in situ (HIS) 
en los tejidos del hospedero. 
 
El propósito de este trabajo fue conocer de manera más precisa la distribución y 
densidad de la P. multocida en el tracto respiratorio superior (fosas nasales) de conejos 
expuestos a la forma natural de la enfermedad y en consecuencia determinar la 
preferencia de las primeras células de colonización; esto a su vez permitirá definir cuáles 
serían los primeros mecanismos de defensa que el hospedero opone a éste patógeno 
oportunista, y de allí derivar enseñanzas para posibles intervenciones preventivas de la 
infección 
 
  
 
1. Comparación, características, ventajas y 
desventajas de la hibridización in situ para 
la determinación de la ubicación de agentes 
patógenos 
 
1.1 Pasteurella multocida 
 
1.1.1 Descripción 
 
Se reporta la estrecha asociación entre P. multocida con diversas patologías frecuentes 
en conejos como mastitis, otitis media, conjuntivitis, abscesos, infección genital, 
neumonía, rinitis, sinusitis, disnea y cianosis; no obstante, es la infección respiratoria con 
sus distintas formas de presentación la más significativa (Flatt and Dungworth, 1971; 
DiGiacomo et al., 1990; Deeb et al., 1990; Kpodekon et al., 1999; Frost and Adler, 2000; 
Dabo S et al., 2005; Boyce and Adler, 2006; Dziva et al; 2008).   
 
La P. multocida es un cocobacilo Gram (-), bipolar, no motil y aerobio (Krieg et al., 1984); 
posee fimbrias capaces de mediar la adhesión a las células faríngeas (Glorioso et al., 
1882). Se han descrito 16 serotipos somáticos (Hunt et al., 2001) y 5 tipos capsulares: A, 
B, D, E y F (Carter, 1967; Rimler and Brodgen, 1986; Borkowska et al, 1995); el tipo 
capsular A, y el serotipo 3 es la causa más importante de neumonías en los conejos 
(Flatt and Dungworth, 1971; Brodgen, 1980; Manning, 1982; DiGiacomo et al., 1991; De 
Long et al., 1992; Dillehay et al., 1992; Zimmerman et al, 1992; Borkowska-Opacka et al., 
1995; Smith, 2000; Boyce and Adler, 2006; Dziva et al; 2008).  En el serotipo A, la 
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cápsula está compuesta en su mayoría de ácido hialurónico sensible a la acción de la 
enzima hialuronidasa, lípidos y proteínas (Townsend et al, 2001; Seleim, 2005). 
 
Se describen varios factores de virulencia, entre los cuales están el lipopolisacárido 
(Michael et al, 2005; Ewers et al, 2006), la proteína de membrana externa ligadora de 
hierro, proteasa, neuraminidasa, porina y el sistema de metilación de la adenina (Chen et 
al., 2003; Boyce and Adler, 2006). Estas proteínas de membrana externa (OMP) jugarían 
un papel esencial en las interacciones hospedero–patógeno durante los procesos de 
enfermedad (Lo et al., 2004); dada su heterogeneidad y con base en el diferente número 
de aminoácidos, le proveen a la bacteria un importante mecanismo de defensa ante el 
sistema inmune del hospedero (Smith, 2000; Confer et al., 2001; Bosch et al., 2002; 
Borrathybay et al, 2003; Ewers et al, 2006).  
 
La principal vía de entrada de esta bacteria patógena en los animales es la respiratoria; 
así a través de las fosas nasales y vías respiratorias altas, la P. multocida penetra en el 
hospedero introduciendo la expresión de diferentes síntomas y lesiones que variarán 
dependiendo de su localización y la gravedad de la infección. Su localización es muy 
amplia y se debe a que una vez que entran en el animal, favorecidas por otros agentes 
infecciosos concomitantes como Bordetella bronchiseptica, Mycoplasma o virus, unidos a 
factores ambientales externos desfavorables para los animales, provocan la infección y 
su posterior difusión por vías aéreas respiratorias y por la sangre a todos o algunos de 
esos órganos, finalizando incluso con la muerte de los animales tras una septicemia que 
afecta órganos vitales (Al-Haddawi et al., 2000; Deeb and DiGiacomo, 2000; Smith, 2000; 
Confer et al., 2001; Villa et al., 2001; Lozano, 2003; Boyce et al., 2006; Dagleish et al, 
2010). 
 
Varios componentes asociados a la pared celular como el lipopolisacárido, proteínas de 
membrana externa, material capsular, así como otros factores de virulencia involucrados 
en la colonización, pueden contribuir en la presentación de la enfermedad (Confer et al., 
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2001; Bosch et al., 2002; Harper et al, 2011). Las adhesinas podrían favorecer la 
adhesión al epitelio pulmonar, la cápsula favorecería la resistencia a la fagocitosis, la 
neuraminidasa altera los mecanismos de depuración mucociliar y en conjunto facilita la 
colonización pulmonar. Las endotoxinas tienen un efecto más local con alteración de la 
membrana celular de células del endotelio, provocando edema, hiperemia y hemorragia 
pulmonar, además de efectos generales como fiebre, hipoxia, hipotensión y mayor 
densidad del surfactante pulmonar, provocando lesión en las vías respiratorias altas y en 
las vías respiratorias bajas y pulmón que genera una neumonía manifestada clínicamente 
por fatiga, sonidos estertorosos en la tráquea, disnea y cianosis de orejas y mucosas; 
esta forma neumónica se puede presentar de dos formas: la primera es neumonía 
propiamente dicha caracterizada por áreas de consolidación pulmonar en cualquier parte 
del pulmón, más frecuentemente alrededor de bronquios primarios; la segunda es 
mediante abscesos en pulmón que pueden ser de localización, tamaño y número variable 
generando adherencias entre lóbulos o entre estos y la pleura (González et al, 1993; 
Ramírez et al, 1995; Smith, 2000; Gyles et al, 2004, Roa, 2004; Hatfaludi et al, 2010;  
Othman et al, 2012). 
 
Las proteínas de membrana externa están relacionadas en todos los serotipos desde el 
punto de vista inmunológico, funcional y genético. Su participación en la generación de 
daño tisular en el pulmón, ocurre a través de la activación y destrucción de neutrófilos 
polimorfonucleares, los macrófagos intervienen en la activación de fosfolipasas con la 
subsecuente liberación del factor activador plaquetario, la activación de compuestos con 
efectos quimiotácticos y vasoactivos derivados del ácido araquidónico, la degranulación 
enzimática de los lisosomas, la generación de radicales tóxicos del oxígeno. También, la 
inducción de citoquinas proinflamatorias como la Interleuquina-1 y el Factor de Necrosis 
Tumoral, contribuyen a la formación de una respuesta inflamatoria y en consecuencia 
daño tisular. Asimismo, las plaquetas pueden también contribuir a liberar fibrinógeno y 
compuestos vasoactivos. Por otra parte, también se ha demostrado que las endotoxinas 
inducen la liberación de histamina de las células cebadas del pulmón, lo que confirma la 
importancia de este mecanismo inflamatorio en el desarrollo del daño pulmonar. Los 
efectos citotóxicos sobre los macrófagos alveolares, también pueden contribuir con la 
severidad del daño pulmonar, al tener los macrófagos factores de descarga que causan 
irritación y deposición de fibrina. Además la habilidad de las bacterias para debilitar al 
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macrófago y linfocitos puede ser importante en el inicio de la enfermedad (Brigham, 
1994;  Morales et al, 1994; Gyles et al, 2004). 
 
También existe la posibilidad de que existan diferencias en cuanto a mecanismos de 
patogenicidad entre las cepas aisladas de diversos cuadros neumónicos, así como, de 
cepas provenientes de animales sanos. Entre estos mecanismos de patogenicidad 
podrían contarse, la presencia de adhesinas, el serotipo, la expresión de proteínas de 
membrana externa (PME), proteínas reguladas por hierro (PRH), plásmidos de 
resistencia a quimioterapeúticos, antígenos aglutinantes serotipo-específico, 
neuroaminidasa y la sialoglicoproteasa. Estos factores estarían involucrados 
principalmente en la colonización, replicación del agente y la presentación del cuadro 
neumónico (Morales et al, 1994; Smith, 2000). 
 
1.1.2 Enfermedad respiratoria del conejo 
 
En los conejos la enfermedad respiratoria tiene tres formas de presentación: Superior o 
rinítica, neumónica y septicémica (DiGiacomo et al., 1990; Johnson and Wolf, 1993; 
Huertas e Iregui 1996). En la presentación superior o rinítica, el pelo del hocico y de las 
extremidades anteriores se observan húmedos por la descarga de secreciones mucosas 
uni o bilaterales que evolucionan a un exudado mucopurulento de color amarillento con 
frecuentes estornudos, estos signos pueden llegar a evolucionar hasta cuadros crónico 
en los que finalmente se desarrolla engrosamiento, erosión e incluso atrofia de los septos 
y cornetes nasales  (DeLong et al, 1992; Kpodékon et al., 1999; Al Hadawi et al, 2000; 
Deeb and DiGiacomo, 2000). 
 
La forma neumónica puede manifestarse con disnea, anorexia, pérdida de peso, 
depresión y rápida fatiga (Kpodékon et al., 1999; Deeb and DiGiacomo, 2000). La 
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auscultación puede revelar áreas en el tórax donde los sonidos pulmonares están 
ausentes por la consolidación o la formación de abscesos (Deeb and DiGiacomo, 2000). 
Las lesiones pueden afectar cualquier porción de los pulmones, aunque son más 
frecuentes en las regiones anteroventrales. Los cambios pueden ir desde pequeños 
focos nodulares grises o blancos hasta francas áreas de consolidación, atelectasia y 
abscesos de localización, tamaño y número variable, que se ubican en la superficie del 
pulmón donde pueden generar adherencias entre lóbulos o entre éstos y la pleura (Flatt 
and Dungworth, 1971, Al Hadawi, 2000; Pors et al, 2011 a.). 
 
En la forma septicémica con frecuencia se reporta hipertermia hasta los 41ºC y apatía, la 
muerte sobreviene 24 a 48 horas más tarde, algunos presentan cianosis de mucosas y 
orejas, disnea, polipnea, ortopnea y dilatación abdominal.  En la necropsia se observa 
sangre sin coagular de color violáceo, cianosis de los tejidos y puede verse además 
material fibrinoso formando mallas y depósitos en pulmón (Kpodékon et al., 1999). 
 
1.1.3 Aislamiento, Cultivo e Identificación 
 
Las principales técnicas diagnósticas reportadas para el aislamiento, cultivo e 
identificación de P. multocida son las siguientes: 
 
 Cultivos Bacterianos. Las cepas bacterianas se obtienen a partir de secreciones 
y/o tejidos de animales enfermos con P. multocida, el aislamiento se logra tomando 
las muestras directamente del animal con hisopos estériles dentro de una cabina de 
flujo laminar. El cultivo bacteriano permite identificar un patógeno determinado que es 
aislado de tejidos o fluidos de un animal enfermo con P. multocida por medio de 
hisopos estériles dentro de una cabina de flujo laminar, sin embargo esta técnica es 
de baja sensibilidad, puede contaminarse fácilmente y no es aplicable a tejidos fijados 
o de archivo (Tegtmeier et al., 2000; Hayden et al, 2001; Pors et al, 2011 a.). Para su 
aislamiento y cultivo, la bacteria se siembra en agar infusión cerebro corazón (BHI) 
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suplementado con sangre de ovino al 5% y se incuba a 37°C durante 24-36 horas; 
una vez se ha comprobado su identidad se mantienen en congelación a -85ºC en 
caldo BHI con glicerol al 20% hasta el momento de su utilización (Barato, 2004; Roa, 
2004). 
 
 Inmunohistoquímica. Es una técnica in situ que evalúa el nivel de proteínas 
presentes en las células de una sección de tejido, puede utilizarse en muestras 
congeladas, fijadas o de archivo; es relativamente fácil de realizar, proporciona 
resultados rápidos y no es muy costosa; sin embargo hay una gran variedad en 
sensibilidad y especificidad en tejidos fijados en formalina y embebidos en parafina 
(Shi et al., 1991-2001; Hayat, 2004; Tanke et al, 2005; Delgado et al, 2009; Pors et al,  
2011 a y b). La Inmunoperoxidasa indirecta (IPI) se basa en la administración de un 
anticuerpo primario a una célula o tejido para detectar un antígeno de interés, por 
medio de un sistema de detección y un reactivo de visualización (enzima o 
fluorocromo). El antígeno puede ser una proteína, glucoproteína, lipoproteína o 
carbohidrato (Hayat, 2002; Delgado et al, 2009; Pors et al, 2011 a y b). Para P. 
multocida se utiliza un antisuero primario de tipo policlonal anti- P. multocida 
producido en ovino; como antisuero secundario se usa proteína G - peroxidasa 
(Anexo B), la cual al ser revelada con diaminobencidina genera una coloración 
marrón de diferente intensidad y extensión en cada una de las regiones y zonas 
analizadas. 
 
 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR es una técnica 
sensible y efectiva para el estudio y diagnóstico de agentes patógenos (Angen et al., 
1998), sin embargo no es la técnica de elección para tejidos fijados en parafina (Tang 
and Persing, 1999; Tegtmeier et al., 2000; Jung et al, 2004). Esta técnica se introdujo 
en 1985 al reconocer que una secuencia específica de oligonucleótidos podía ser 
usada para sintetizar primers o cebadores de nuevas hebras de DNA 
complementarias por medio de varias DNA polimerasas, y que éstos primers o 
cebadores se podían elegir para replicar ambas hebras del DNA posicionado entre 
las secuencias conocidas del molde. El objetivo principal de la PCR es la 
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amplificación exponencial de una secuencia de DNA blanco que da como resultado la 
generación de millones de copias idénticas de un fragmento de DNA a partir de unas 
pocas copias. Con la adición de un paso de transcripción reversa, la PCR también 
puede amplificar fragmentos de RNA (Nikiforov et al, 2001; Pors et al, 2011 b). 
 
1.2 Hibridización in situ (HIS) 
 
La Hibridización in situ (HIS) es una técnica que combina la biología molecular y las 
técnicas de histoquímica, para estudiar la expresión de genes en secciones de tejido y 
preparados citológicos, de tal manera que el DNA y/o el RNA pueden ser localizados 
rápidamente en una célula específica; localiza la secuencia de un gen en particular in situ 
y visualiza el producto de la expresión del gen preservando al tiempo la integridad de la 
célula dentro del tejido que la rodea, lo cual permite dictar interpretaciones anatómicas 
significativas (Leitch et al, 1994; Lloyd, 2001). Esta técnica el resultado de una reacción 
(sin energía) en la cual una sonda marcada se une a una secuencia de ácido nucleico 
complementarias entre sí. La sonda es un ácido nucleico cuya secuencia es conocida, 
esta secuencia se determina de acuerdo a dos criterios: complementariedad y que sea 
anti-sentido con la secuencia del ácido nucleico blanco (Morel et al, 2001). 
 
1.2.1 Principios 
 
El DNA es una cadena doble de ácidos nucleicos, compuesta por dos hebras 
complementarias entre sí y basadas en 4 nucleótidos unidos por un enlace fosfodiéster.  
Cada nucleótido tiene una base, incluyendo adenina (A), Citocina (C), Guanina (G) y 
Timidina (T). A se une a T con dos puentes de hidrógeno, y C con G mediante tres 
puentes de hidrógeno. El RNA es una cadena de una sola hebra y contiene un nucleótido 
cuya base es el Uracilo (U) que sustituye a la T del DNA (Lloyd, 2001; Morel et al, 2001) 
(Figura 1-1).  
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In vivo  la molécula de DNA es capaz de hacer una copia exacta de sí misma mediante 
un proceso llamado duplicación. Durante la síntesis, la doble hélice del  DNA se 
desenrolla y las dos hebras se separan, en el punto donde se inicia la bifurcación 
comienza la síntesis de dos nuevas hebras complementarias a las originales; de esta 
manera cada molécula de DNA tiene una hebra nueva y una vieja (este proceso se 
denomina replicación (Morel et al, 2001).  
 
Figura 1-1: Doble hélice del ADN (Tomado de 
http:www.astrochem.orgsciNucleobases.php). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La HIS es el proceso mediante el cual hay un anidamiento específico entre una sonda de 
ácido nucleico marcada, con una secuencia complementaria del mismo ácido nucleico, 
en tejidos fijados o células (Figura 1-2). Esto permite la visualización de las señales 
hibridizadas por medio de métodos isotrópicos o colorimétricos (Lloyd, 2001). La principal 
ventaja de los métodos de HIS incluye la especificidad por células individuales en un 
tejido heterogéneo o una población celular, y su alta sensibilidad para determinar la 
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expresión, incluso a bajo nivel, de un gen específico en células o en mapeo genético 
cromosomal. (Gray et al, 1994; Lloyd, 2001; Pors et al, 2011 b). 
 
Figura 1-2: Hibridización in situ. La sonda (DNA o RNA) se marca con un sistema de 
detección radioactivo o no-radioactivo. La sonda de DNA se hibridiza con el RNA 
mensajero asociado al retículo endoplásmico rugoso. Después de la hibridización, las 
células blanco o los tejidos de interés pueden ser detectados mediante una 
autorradiografía o por métodos no isotrópicos como los marcadores a base de 
digoxigenina. Las ventajas de la Hibridización in situ incluyen una localización intracelular 
más precisa de lo que se busca y una visualización directa de las células positivas en 
relación con los tejidos adyacentes (Tomado de Lloyd, 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.2.2 Sondas 
 
Una sonda es un ácido nucleico (DNA o RNA) cuya secuencia de nucleótidos es 
complementaria a la del ácido nucleico de interés (Morel et al, 2001). Cualquier fuente de 
DNA o RNA puede ser utilizada para obtener sondas de HIS. La HIS de DNA aporta 
información acerca de la organización, localización, distribución, número de copias, 
cambios evolucionarios y mezclas con otras secuencias de ácidos nucleicos, mientras 
que la HIS de RNA aporta información acerca de la localización y grado de expresión de 
un gen en particular (Schwarzacher et al, 2000). Se deben tener en cuenta varios 
factores para elegir las sondas de HIS, entre ellos se tienen la especificidad y 
sensibilidad, facilidad en la penetración de los tejidos, estabilidad de los híbridos y 
repetitividad de la técnica (Lloyd, 2001). 
                                                  
Mitocondria 
Retículo Endoplásmico 
Rugoso 
Núcleo 
Sonda 
 
Aparato de Golgi 
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1.2.2.1 Tipos de sonda 
 
Sondas DNA.  Las sondas de DNA pueden generarse por: a) vectores de 
clonación b) amplificación de secuencias específicas de DNA con PCR, c) a partir de 
DNA genómico (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001; Morel et al, 2001).  
 
 En las sondas obtenidas con vectores de clonación (Fig. 1-3), los clones tienen una 
porción del DNA de la especie de interés insertada en un vector y amplificada en una 
célula huésped de un organismo determinado (Schwarzacher et al, 2000). 
 
 Las sondas de DNA también se pueden obtener mediante una reacción en cadena de 
la polimerasa (PCR) utilizando un DNA molde y los primers o cebadores apropiados 
(Mertz y Rashtchian, 1994). La longitud de la sonda amplificada se determina por los 
extremos 5' de los cebadores o primers de la PCR (Lloyd, 2001).  
 
   
Figura 1-3: Plásmido de DNA circular con un clon insertado (Tomado de 
Schwarzacher et al, 2000). 
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 Las sondas de DNA genómico aislado del núcleo de un organismo son muy versátiles 
e informativas. (Jauch et al, 1990; Lichter et al, 1988). Estas sondas corresponden a 
una secuencia específica previamente clonada que pueden contener regiones no 
expresadas en las células (intrones). Se utilizan en investigación viral, bacteriana o 
genómica (Morel et al, 2001). 
 
Sondas RNA.  Las ribosondas se utilizan para HIS de un RNA en particular 
(Schwarzacher et al, 2000), se obtienen mediante un proceso de transcripción in vitro a 
partir de un DNA molde linear que incorpora nucleótidos marcados. Las ribosondas RNA 
son de una sola hebra y más susceptibles a la degradación por acción de RNAsas. Sin 
embargo, las sondas RNAc tienen la ventaja los híbridos RNA-RNA  son más estables 
que los DNA-DNA o los DNA-RNA (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001).  
 
Sondas de Oligonucleótidos. Las sondas de oligonucleótidos están compuestas 
por 20 a 50 bases que pueden ser generadas con un sintetizador de DNA automático. 
Estas sondas penetran las células más rápidamente y generan excelentes señales de 
hibridización.  (Oliver et al, 1997; Lloyd et al, 1989; Lloyd et al, 1993; Pagani et al, 1993; 
Stahl et al, 1993; Morel et al, 2001; Lehtola et al, 2005). 
 
1.2.2.2 Marcadores y detección de la señal 
 
Para la hibridización in situ los nucleótidos en las sondas DNA o RNA tienen que ser 
modificados o marcados para que se hagan evidentes después del proceso de 
hibridización con el material genético de interés. Un buen marcador debe tener varias 
características, entre ellas que tenga una estructura química no comúnmente encontrada 
en la mezcla de hibridización, debe tener un método sensible y eficaz para la detección la 
molécula de interés y debe ser capaz de incorporarse a la sonda DNA o RNA 
(Schwarzacher et al, 2000).  
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Existen dos clases principales de marcadores para detectar las señales de HIS: 1) 
marcadores radioisótopos como el 3H, 35S, 125I, 32 P y el 33P, éstos son detectados con 
rayos X y/o con una autorradiografía de emulsión; 2) marcadores noisotópicos que 
incluyen haptenos (grupos químicos capaces de generar anticuerpos en los conjugados 
apropiados) como la biotina, digoxigenina, fluoresceína, fosfatasa alcalina y 
bromodeoxiuridina (BrdU), que se hacen visibles con pruebas de histoquímica o de 
inmunohistoquímica (Kallio et al, 1991;  Dagerlind et al, 1992; Schwarzacher et al, 2000; 
Lloyd, 2001). 
 
 Marcadores radioisótopos: Es la forma más tradicional de HIS por ser la más 
sensible (aunque bajo ciertas condiciones los marcadores no isotópicos llegan a ser 
igual de sensibles) (Steel et al, 1998); las desventajas de éstas sondas incluyen una 
vida media corta, peligro biológico, y el hecho que toman un largo tiempo en el 
proceso para obtener resultados. 
 
 Marcadores noisotópicos: Las ventajas de éste método son una mayor 
estabilidad de las sondas marcadas, resultados rápidos y una mejor resolución. Las 
sustancias más utilizadas en los protocolos de HIS son la biotina (vitamina H) para 
marcar la sonda y su afinidad con la avidina o la estreptavidina para detectar los sitios 
de hibridización; también se utilizan comúnmente la digoxigenina (un esteroide de la 
Digitalis purpurea) y la fluoresceína (FITC), que son muy fáciles de detectar en los 
tejidos (Durrant et al, 1994; Schwarzacher et al, 2000, Lloyd, 2001; Morel et al, 2001; 
Sheldon, 2001; Yamasaki et al, 2011). Las sondas marcadas con digoxigenina tienen 
una mayor sensibilidad y menos marcación inespecífica de fondo de que las 
biotiniladas, además no existe en los tejidos animales (Schmitz et al, 1991; 
Komminoth et al, 1992; Morel et al, 2001). El hecho que la digoxigenina no se 
encuentra de manera natural en las células de los mamíferos y que los anticuerpos 
anti-digoxigenina no se unen a ningún material biológico es una gran ventaja. La 
digoxigenina es un derivado del glucósido cardiaco digoxina y los nucleótidos que 
contienen este marcador pueden ser incorporados a la sonda de hibridización por las 
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DNA polimerasas, las RNA polimerasas o por transferasas terminales (Lloyd et al, 
1995). Las sondas noisotópicas se consideran menos sensibles que las radioactivas 
por lo que los resultados de hibridización son difíciles de cuantificar (Lloyd, 2001). 
 
1.2.3 Severidad 
 
La hibridización entre la sonda marcada y el DNA o RNA blanco se consigue mediante 
puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas en equilibrio. La homología entre la 
sonda (ácido nucleico marcado) y el blanco (por ejemplo, DNA cromosomal o RNA 
celular) que se requiere para que se forme una molécula híbrida (doble hélice) y se 
mantenga estable se calcula utilizando la temperatura de fusión Tm, del DNA o del RNA, 
que hace referencia al punto en el cual el 50% de las dobles cadenas de ácido nucleico 
se separan; es decir la temperatura en la cual, las moléculas de doble cadena y de una 
sola hebra son equivalentemente estables (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001; Morel 
et al, 2001). 
 
1.2.3.1 Elección de la severidad 
 
La HIS generalmente se lleva a cabo en un rango entre 70% (baja severidad) hasta 90% 
(alta severidad) (Schwarzacher et al, 2000).  
 
1.2.3.2 Factores que afectan la severidad 
 
 Temperatura: Normalmente, temperaturas sustancialmente más altas que la 
temperatura de fusión son usadas para desnaturalizar la sonda y el DNA blanco. 
(Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001). 
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 Concentración de Cationes Monovalentes: Con concentraciones de iones bajas la 
doble hélice es menos estable, mientras que concentraciones más altas la hacen más 
estable (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001; Morel et al, 2001). 
 
 Formamida: Este líquido orgánico (CH3NO) desestabiliza la doble hélice del 
DNA (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001). 
 
 Naturaleza de la sonda y el blanco: Los híbridos RNA:RNA son 10 a 15 ºC más 
estables que los híbridos DNA:DNA; los híbridos RNA:DNA son intermedios (Wetmer 
et al, 1981; Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001)). 
 
 pH: El DNA se desnaturaliza bajo condiciones tanto ácidas como alcalinas. 
(Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001; Morel et al, 2001). 
 
 Longitud de los fragmentos de la sonda: Esto hace referencia a la longitud de 
los fragmentos de la sonda posterior a la marcación. Sondas cortas forman híbridos 
menos estables que las sondas largas. (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001; Morel 
et al, 2001). 
 
 Contenido de GC en la sonda:  Los pares de bases G-C se forman con tres 
puentes de hidrógeno, mientras que los A-T se forman con dos. Por esto, las 
combinaciones entre la sonda y el blanco serán más estables mientras más 
combinaciones G-C tengan. (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001). 
 
 Fallas en apareamiento: Existe una compleja relación entre el estado de la 
sonda y la Tm. Los grupos marcados no están unidos con átomos involucrados con 
puentes de hidrógeno, pero su tamaño puede afectar la estabilidad de la hélice, por 
esto un exceso en la incorporación del marcador no es deseable. (Schwarzacher et 
al, 2000; Lloyd, 2001). 
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1.2.4 Preparación de los tejidos 
 
El procesamiento, almacenamiento y fijación de los tejidos debe ser hecho con mucho 
cuidado para mejorar la observación de los ácidos nucleicos intracelulares. La HIS es 
aplicable en células (frotis, centrifugados), secciones de tejidos (congelados, embebidos 
en parafina, semidelgados y en cortes ultradelgados de plástico) y en montajes de 
embriones. Las células intactas son ideales para la HIS, porque tienen menos secuencias 
de nucleótidos dañadas (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001; Morel et al, 2001). El 
material embebido en parafina presenta una excelente preservación en la estructura de 
los tejidos y permite un estudio morfológico tridimensional del mismo, además se pueden 
tomar varias muestras al tiempo para utilizar diferentes coloraciones y tipos de sonda. 
(Mertz et al, 1995; Lan et al, 1996, Komminoth et al, 1997; Oliver et al 1997; 
Schwarzacher et al, 2000; Morel et al, 2001; Hayat et al, 2002;).     
 
Tanto los tejidos congelados (almacenados a -70ºC) como los fijados en formalina 
pueden ser utilizados para HIS tras ser almacenados por varios años. La fijación ideal 
para HIS debe preservar tanto el RNA como el DNA y la morfología de los tejidos debe 
permitir la penetración de las sondas. Por regla general la fijación no debe ser superior a 
24 horas, incluso 15 a 60 minutos es suficiente para secciones de tejido delgadas 
(Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001; Morel et al, 2001).  
 
Hay varios pasos que se deben seguir antes de la hibridización para aumentar su 
eficiencia y eliminar la marcación no específica de fondo: 
 
 Tratamientos con Proteasas. El tratamiento con proteasas y en especial la 
proteinasa K, es el paso más importante para incrementar la disponibilidad de los 
ácidos nucleicos de interés, especialmente en el caso de tejidos embebidos en 
parafina tratados con sondas noisotópicas, además ayudan a remover proteínas que 
incrementan marcaciones de fondo indeseables (Shi et al, 1991; Schwarzacher et al, 
2000; Morel et al, 2001). 
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 Detergentes o Ácidos. Los tratamientos con proteasas pueden ser innecesarios 
para algunos preparados y no pueden ser usados si se van a realizar procesos de 
hibridización in situ y de inmunodetección de proteínas simultáneamente. En su lugar, 
se puede hacer una hidrólisis con ácidos débiles y una incubación en una solución 
con detergentes para aumentar el acceso de la sonda a las secuencias del ácido 
nucleico blanco. Sin embargo, estas soluciones causan una limitada depurinación de 
ácidos nucleicos y la remoción parcial de proteínas nucleares acídicas altamente 
entre-cruzadas. (Schwarzacher et al, 2000; Kitayama et al, 2005). 
 
 Pretratamiento con Microondas. Esta técnica incrementa la sensibilidad de la 
HIS, es especialmente útil para tejidos viejos embebidos en parafina (Shi et al, 1991; 
Lan et al, 1996; Oliver et al, 1997; Lloyd, 2001; Kitayama et al, 2005). 
 
 Tratamientos de Acetilación. La acetilación de los tejidos reduce la unión 
electrostática de la sonda a los tejidos mediante la acetilación de los grupos aminos 
con cargas positivas (como las proteínas básicas). La acetilación también previene la 
unión inespecífica de la sonda a las láminas cargadas positivamente o cubiertas con 
poly-L-lysina (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001; Morel et al, 2001). 
 
1.2.4.1 Fijación de los tejidos 
 
La marcación de los ácidos nucleicos celulares por medio de HIS requiere una muy 
buena preservación de las moléculas blanco dentro del tejido permitiendo al mismo 
tiempo un máximo acceso de la sonda a las secuencias específicas que se buscan 
dentro de las células individuales. La preservación de los ácidos nucleicos dentro de los 
tejidos se logra mediante el uso de fijadores como el formaldehido, que forma uniones en 
forma de eslabones cruzados para mantener la integridad de las moléculas, sin embargo 
este proceso dificulta el acceso de la sonda al ácido nucleico, especialmente si el 
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proceso de fijación es prolongado (Ben Ezra et al, 1991; Greer et al, 1991; Lan et al, 
1996; Oliver et al, 1997). Es necesario evaluar los mecanismos de acción así como las 
ventajas y desventajas de cada producto para elegir el apropiado de acuerdo al uso que 
se le va a dar a un tejido en particular.  
 
 Formaldehido. La formalina bufferada al 10% es el fijador más utilizado ya que 
preserva una gran rango de tejidos y sus componentes, sin embargo se ha probado 
que incluso un tratamiento corto con este fijador reduce significativamente la 
solubilidad del DNA o RNA (Shibata et al, 1988; Greer et al, 1991; Lan et al, 1996, 
Oliver et al 1997, Speel et al, 1999; Srinivasan et al, 2002). El formaldehido inicia la 
denaturalización del ácido nucleico creando sitios para la interacción quimica y 
creando así alteraciones y uniones eslabonadas que pueden dañar el ácido nucleico 
y hacerlo inaccesible, particularmente si se hace a temperatura ambiente (Alers et al, 
1999; Shibata et al, 2000, Whitlon et al, 2001). Hay que recordar que si el tiempo de 
fijación es prolongado mayores serán los efectos adversos sobre el DNA tisular; en 
general se recomienda una duración de 3 a 6 horas usando formalina buferada al 
10% fría (4°C) (Alers et al, 1999; Shibata et al, 2000; Srivasan et al, 2002). 
 
 Glutaraldehido. Al igual que el fromaldehido forma enlaces eslabonados entre 
proteínas para proteger la integridad de los tejidos; es generalmente usado para 
microscopía electrónica ya que su baja penetración y necesidad de renovación 
constante lo limitan como fijador biológico. Sin embargo se ha demostrado que el 
glutardehido a pH  7.0 tiene una mejor preservación del DNA de alto peso molecular 
que la formalina bufferada al 10% (Srivasan et al, 2002). 
 
 Etanol y Metanol. Los fijadores que no generan enlaces eslabonados son 
mejores que los aldehidos para preservar ácidos nucleicos, el etanol y el metanol al 
100% no generan cambios químicos, son de bajo peso molecular y penetran 
rápidamente en los tejidos, lo cual contribuye a una fijación uniforme y una mínima 
pérdida de los componentes tisulares (Srivasan et al, 2002).  
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1.2.5 Hibridización 
 
La hibridización propiamente dicha consiste en la unión de la sonda con la diana. 
 
1.2.5.1 Pre-hibridización 
 
Para la HIS el material es pre-hibridizado incubándolo en un buffer de hibridización (que 
no contenga la sonda) durante 1 o 2 horas a la temperatura de hibridización, para 
asegurar la penetración del tejido y bloquear los sitios de unión inespecíficos 
(Schwarzacher et al, 2000). La ventaja de este paso es que disminuye la marcación 
inespecífica y la desventaja es que disminuye la sensibilidad de la técnica (Morel et al, 
2001). 
 
1.2.5.2 Hibridización 
Al buffer de prehibridización se le adiciona la sonda marcada y se incuban las láminas en 
cámara húmeda para lograr la hibridización del ácido nucleico deseado con la sonda 
marcada. Para obtener un acoplamiento óptimo entre la sonda y la diana se precisa 
alrededor de 1-2 horas para sondas biotiniladas o conjugadas con fluorocromos y hasta 
12 horas paras sondas conjugadas con digoxigenina (Gebeyehu et al., 1987; Kessler et 
al., 1990; Polak, 1990). 
 
1.2.6 Lavados post-hibridización 
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Los lavados después de la hibridización remueven la sonda que no se unió o que tiene 
uniones débiles con el DNA molde o con la mezcla de hibridización; generalmente, los 
lavados se realizan con la misma severidad de la hibridización. Cuando se utilizan 
oligonucleótidos los lavados deben ser suaves, ya que estas sondas son cortas y hay 
que asegurarse que permanezcan hibridizadas al blanco. (Schwarzacher et al, 2000). 
 
1.2.7 Detección colorimétrica de los sitios de hibridización 
 
La detección de los sitios de hibridización es una parte importante de la HIS, ya que 
permite la visualización de los híbridos formados entre la sonda y el blanco. Para la 
detección de los sitios de hibridización RNA y/o DNA en células, tejidos o embriones se 
prefieren sistemas cromogénicos mediados por enzimas que generan precipitados 
colorimétricos insolubles. Anticuerpos (o avidina), conjugados a una enzima, pueden 
unirse a la sonda marcada ya hibridizada, y luego incubarse con un sustrato cromogénico 
adecuado para la enzima. Comúnmente la enzima es la fosfatasa alcalina (PA) y se 
conjuga a la (estrepto) avidina, anti-digoxigenina o anti-fluoresceína; y el sistema de 
detección que se usa es el NBT/BCIP (4-Nitroazul tetrazolio cloruro y 5-bromo-4-cloro-3-
indoil-fosfato). La peroxidasa de rábano picante (HRPO o POD), ß-galactosidasa y la 
oxidasa de glucosa son enzimas alternativas con sustratos cromogénicos adecuados 
(Vass et al, 1989; Strehl et al, 1993; Schwarzacher et al, 2000; Morel et al, 2001). 
Dependiendo de la abundancia del blanco que se quiere detectar la reacción se deja por 
unos minutos, horas o incluso días. La detección colorimétrica puede ser muy sensible, 
permitiendo la detección de  pequeñas moléculas de ácidos nucleicos, pero se ve 
limitada por la marcación de fondo inespecífica y los resultados son más difusos que los 
obtenidos con fluorescencia (Ponder et al, 1981; Schwarzacher et al, 2000; Morel et al, 
2001). 
 
1.2.8 Contraste, montaje y evaluación 
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La evaluación y el análisis de las láminas dependen de cada experimento y el método de 
marcación utilizado. La hibridización in situ puede ser evaluada por medio de microscopía 
de luz (Figura 1-4), microscopía electrónica de transmisión y/o de barrido, 
epifluorescencia, microscopía confocal, etc (Lloyd et al, 1990;  Bienz et al, 1995; Sibon et 
al, 1995, Lloyd, 2001). 
 
Figura 1-4: Hibridización in situ a blancos RNA y DNA en secciones de tejido fijadas 
en formalina y embebidas en parafina. (a) DNA de citomegalvirus humano demostrado en 
un intestino ulcerado usando una sonda DNA recombinante marcada con digoxigenina y 
contrastada con fosfatasa alcalina NBT/BCIP. (b) RNAm de Proglucagón demostrado en 
un islote de Langerhan humano usando una sonda de oligonucleótidos marcada con 
fluoresceína y contrastada con fosfatasa alcalina NBT/BCIP. (c) RNAm de una histona 
demostrado en células en fase-S de tonsilas humanas usando una sonda de 
oligonucleótidos marcada con fluoresceína y contrastada con fosfatasa alcalina 
NBT/BCIP. (d) Hibridización in situ (HIS) seguida de Inmunocitoquímica (ICC): HIS la 
infección latente por Eipstein-Barr en la enfermedad de Hodgkin usando una sonda de 
oligonucleótidos marcada con digoxigenina dirigida al RNA temprano del virus y 
contrastada con fosfatasa alcalina NBT/BCIP (coloración azul fuerte), mientras que la 
ICC marca las células T usando anti-CD3 policlonales junto con peroxidasa y 
diaminobencidina (café) (Tomado de Schwarzacher et al, 2000). 
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Se pueden utilizar muchos protocolos de coloración para identificar y contrastar los 
componentes celulares contra el precipitado catalizado por la enzima (ej. azul de 
toluidina, hematoxilina, eosina, verde metilo, nuclear fast red, safranina y Giemsa). Como 
regla general la coloración debe ser débil y contrastar con la señal de HIS. Los montajes 
basados en xilol pueden inducir formación de cristales de NBT/BCIP, por esto se 
recomienda el uso de soluciones acuosas a base de glicerol, sin embargo se debe 
recordar que este no es un montaje permanente (Schwarzacher et al, 2000; Morel et al, 
2001).   
 
1.3 Aplicaciones de la Hibridización in situ 
 
Los métodos de HIS son aplicables en investigación clínica y en patología diagnóstica. 
Esta técnica es muy utilizada en el área de diagnóstico  para buscar expresión de genes 
a nivel cromosomal o para detectar la presencia de bacterias o virus en tejidos 
infectados. Se aplica en tejidos vivos o fijados y procesados de biopsias o material de 
necropsia (Schwarzacher et al, 2000; Lloyd, 2001). Además como se mantiene la 
morfología del tejido HIS permite diferenciar los agentes contaminantes de los 
verdaderos agentes patógenos en un proceso infeccioso (Takahashi et al, 1991; McNicol 
et al, 1997).  
 
1.3.1 Utilidad para la detección de agentes patógenos 
 
 
 Virus:  En el campo de las enfermedades infecciosas, la HIS ha sido muy 
utilizada para detectar la presencia de virus o definir la extensión de la infección 
sistémica en secciones histológicas o preparados citológicos. Se sospechaba la 
presencia de un virus durante un proceso patológico por los síntomas o por efectos 
citopáticos observados en láminas histopatológicas, sin embargo con esta técnica 
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ahora es posible ver y confirmar la presencia de estos patógenos en tejidos o 
preparados citológicos, ha sido especialmente usada en humanos para el diagnóstico 
de  cytomegalovirus (CMV), papilomavirus (HPV), Eipsten-Barr virus (EBV) y herpes 
virus (HPV) entre otros, para este último HIS no solo permite identificar la presencia 
del virus sino también diferenciar si es un subtipo de alto o bajo riesgo  (Lloyd, 2001; 
Sekiguchi et al, 2012). 
 
 Bacterias: La HIS es una herramienta muy útil para la detección rápida de 
bacterias, el tipo de sondas más usado con este propósito son los oligonucleótidos 
marcados con fluoresceína (FISH - fluorescent in situ hybridization)  (Braun-Howland 
et al, 1992; Lloyd, 2001). Esta técnica se ha usado para estudiar fisiología bacteriana, 
enumerar bacterias viables y examinar biofilms (Manz et al, 1993; Shiraishi et al, 
2008; DeLong et al 1999). En medicina veterinaria  se ha aplicado para estudiar 
bacterias como, Streptococcus suis en cerdos (Boye eta al, 2000), Chlamydia 
trachomatis en cerdos y ratones (Chae et al, 1999), Campylobacter sp. (Lehtola et al, 
2005) Haemophilus somnus (Tegtmeier et al, 2000),  Streptococcus agalactiae 
(Pulido, 2010), Streptococcus uberis, Arcanobacterium pyogenes (Werckenthin et al, 
2012),   Actinobacillus pleuropneumoniae (Kim et al, 2012) y Listeria sp. (Zhang et al, 
2012) entre otros. Es una técnica que permite identificar agentes bacterianos que 
pasan inadvertidos por otras técnicas diagnósticas de rutina como las coloraciones 
especiales o los aislamientos y cultivos bacterianos (Lloyd, 2001). Se ha reportado el 
uso de HIS para el diagnóstico de P. multocida en procesos neumónicos de pollos y 
cerdos, usando tejidos embebidos en parafina frescos y sondas marcadas con 
fluoresceína (Mbuthia et al, 2001; Pors et al 2011 a y b). 
 
En el caso del Bacillus Calmette-Guérin involucrado en el cáncer de vejiga, la HIS y 
más específicamente FISH (Fluorescent in situ hybridization), no solo ayuda para el 
diagnóstico de la enfermedad activa, sino que ayuda a identificar pacientes en riesgo 
de recurrencia del tumor, mientras se llevan a cabo las inmunoterapias que ayudan a 
combatir este tipo de cáncer (Kamat et al, 2012) 
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 Hongos: La identificación de hongos y levaduras en láminas histopatológicas u 
preparados citológicos se basa en las características morfológicas de los organismos 
presentes, sin embargo este tipo de estructuras tienden a tener una baja densidad 
con morfologías similares y se sobreponen unos a otros, es por esto que los 
diagnósticos se limitan a "morfología consistente con...";  HIS permite un excelente y 
rápido método diagnóstico que con certeza identifica el tipo de hongo presente en 
una muestra determinada sin tener que esperar más de un mes como en el caso de 
los cultivos (Lloyd, 2001). 
 
 Parásitos: Hay algunos parásitos que son difíciles de identificar en preparados 
citológicos o en muestras coproparasitológicas, es por esto que la técnica de HIS ha 
sido muy útil en el diagnóstico y estudio microbiológico de parásitos como helmintos y 
tremátodos (Zurita et al, 1989; Velásquez et al, 1999; Pereira et al, 2000; Lloyd, 
2001), mycoplasmas (Ha et al, 2005), hemoparásitos como la Haemobartonella felis 
en anemia infecciosa felina (Berent, et al, 2000) o la babesia gibsoni (Yamasaki et al, 
2011) y protozoarios como microsporidios, tripanosomas, plasmodios, trichomonas, 
(Lloyd, 2001; Mostegl et al, 2011). 
 
1.3.2 Ventajas y desventajas de la Hibridización in situ 
 
La HIS es una prueba mucho más sensible que otras como IPI (Tegtmeier et al., 2000; 
Wu et al, 2010; Sekiguchi et al, 2012); la principal ventaja de esta técnica se basa en la 
especificidad por células individuales manteniendo la morfología del tejido, lo cual la 
convierte en un procedimiento ideal para investigación; por otro lado la HIS de DNA 
aporta información acerca de la organización, localización, distribución, número de 
copias, cambios evolucionarios y mezclas con otras secuencias de ácidos nucleicos (Wu 
et al, 2004; Wu et al, 2010) mientras que la HIS del RNA aporta información acerca de la 
localización y grado de expresión de un gen en particular (Kriegsmann et al, 1994; Cheon 
et al, 1997; Brown, 1998; Kadkol et al, 1999; Boyce et al, 2000; Schwarzacher et al, 2000; 
Mbuthia et al, 2001; Bouvier et al, 2003; Coleman et al, 2007; Delgado et al, 2009¸ 
Svendsen et al, 2009, Kornreich et al, 2012; Stroot et al, 2012; Wagner et al, 2012). Sin 
embargo es una técnica costosa que requiere de espacio, infraestructura y equipos 
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adecuados para el trabajo con biología molecular, el personal debe ser capacitado y 
entrenado para realizar esta técnica y el tiempo de estandarización puede ser prolongado 
(Lee Y et al, 2009: Lloyd, 2011; Stroot et al, 2012) 
 
  
 
2. Comparación entre hibridización in situ e 
inmunoperoxidasa indirecta para la 
determinación de la ubicación de 
Pasteurella multocida en conejos afectados 
con enfermedad respiratoria 
 
Bacterias Gram negativas como Pasteurella sp. son responsables de enfermedades 
respiratorias y sistémicas en diferentes especies animales; en cerdos, la rinitis atrófica 
progresiva (P. multocida tipo D)(de Jong, 1999; Dowling et al, 2004; Pors et al, 2011 a, b 
y c); en bovinos, la septicemia hemorrágica (P. multocida tipos B y E) (Davies et al., 
2004); en aves, el cólera aviar (P. multocida tipo A) (Kpodekon et al., 1999; Leotta et al., 
2006);  en conejos, la enfermedad respiratoria (P. multocida tipo A3-12) (Watson et al., 
1975; Glass and Beasley, 1989; DiGiacomo et al., 1990; Glávits et al., 1990; Johnson and 
Wolf, 1993; Huertas e Iregui 1996; Matto et al., 2001), entre otras especies. Las pérdidas 
económicas en todas y cada una de las especies son considerables (Andrews et al, 
1997; Kpodekon et al., 1999; Brockmeier et al., 2000; Bureau et al., 2001; Dowling et al, 
2004., Leotta et al., 2006; Pors et al., 2011 a, b y c). Numerosos trabajos en las 
diferentes especies se han ocupado del estudio de la P. multocida tanto in vivo como in 
vitro, y aunque la morfología de las distintas patologías ha sido bien documentada y se 
conocen algunos factores de virulencia (Brodgen, 1980; Bonilla and García, 1993; Al-
Haddawi et al., 2000; Boyce et al, 2000; Confer et al., 2001; Boyce et al., 2006), la 
patogénesis de la enfermedad por este microorganismo, tanto en el animal vivo como in 
vitro, está lejos de ser comprendida, es así que se ha mencionado de manera crítica en 
varios estudios la carencia de modelos animales apropiados y accesibles para la 
investigación con estos patógenos (Brodgen, 1980; Confer et al., 2001; Chen et al., 2003; 
Boyce et al., 2006). 
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Con base en estas y otras observaciones el grupo de Patobiología Veterinaria de la 
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia desde hace algún tiempo propuso como 
modelo de estudio, la enfermedad respiratoria en conejos causada por P. multocida 
(Botero e Iregui, 2000).  Algunas de las razones que llevaron al grupo a elegir el conejo 
como modelo de la infección y enfermedad respiratoria son las siguientes: Primero, P. 
multocida es un habitante normal del tracto respiratorio alto de diferentes especies 
animales, incluido el conejo, la cual bajo condiciones apropiadas, pero aún desconocidas, 
es capaz de virulentarse y llevar a enfermedad; segundo, el menor tamaño de la especie 
cunícula la hace más ventajosa en términos económicos en condiciones experimentales 
en el mundo, aunque, se aislan otros patógenos principalmente P. multocida y en un 
segundo lugar Bordetella bronchiseptica. En Colombia, en el caso de la enfermedad 
respiratoria de los conejos, no existe reporte alguno de aislamiento diferente a P. 
multocida. y B. bronchiseptica esto hace que prácticamente nos encontremos frente a un 
modelo natural casi puro de la enfermedad respiratoria a costos relativamente bajos. 
 
Ramírez et al. (1997), al inocular experimentalmente lipopolisacárido (LPS) de 
Mannheimia haemolytica en conejos, demostraron lesiones pulmonares marcadamente 
similares a los casos naturales y experimentales de neumonía por Pasteurella en 
rumiantes; además, en otros trabajos cuando se compararon varios modelos animales 
para el estudio de la relación de la sepsis con el síndrome de dificultad respiratoria aguda 
(ARDS) en el humano y con la falla en otros sistemas orgánicos, se encontraron ventajas 
para la aplicación de experimentos en conejos: entre ellas su tamaño pequeño con 
múltiples beneficios; además de la similitud patogénica y morfológica de las lesiones 
pulmonares en casos naturales de la enfermedad respiratoria en esta especie con la 
entidad del humano (Frevert et al., 2000; Sethi et al, 2011).  
  
En conejos y otras especies poco se conoce de la ubicación, distribución preferencial y 
densidades de P. multocida en las distintas porciones del tracto respiratorio y de sus 
correspondientes epitelios, es decir, poco se sabe de la evolución de la colonización del 
microorganismo en las distintas etapas de la infección.  Estudios con la forma natural de 
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la enfermedad respiratoria en conejos, en los que se empleó la técnica de 
inmunoperoxidasa indirecta (IPI) con anticuerpos policlonales (Botero e Iregui a y b, 
1999; Esquinas et al, 2004), demostraron la distribución de P. multocida y B. 
bronchiseptica, y algunos de sus antígenos liberados, posiblemente el LPS, sobre la 
superficie y el citoplasma de distintas células epiteliales, incluidas las ciliadas, las 
caliciformes, y también las glandulares. Sin embargo, no fue posible precisar si la 
inmunomarcación observada correspondía a una u otra bacteria o a sus antígenos, en 
primer lugar porque la resolución de las técnicas utilizadas no permitía una diferenciación 
clara de lo que se marcaba y en segundo lugar porque se dio una reacción cruzada de 
los distintos antisueros con cada uno de los citados antígenos y posiblemente con 
antígenos del epitelio respiratorio de los conejos (Botero e Iregui, 1999 a y b; Esquinas et 
al, 2004). Trabajos posteriores en los que se inocularon las dos bacterias por separado 
permitieron discernir mejor su ubicación en distintos segmentos del tracto respiratorio 
alto, medio o bajo; así se demostró que B. bronchiseptica tiene preferencia por el epitelio 
respiratorio de las fosas nasales y en menor proporción para colonizar el tracto 
respiratorio bajo, lo contrario parece ser el caso para P. multocida. Sin embargo, la 
individualización de las células a las cuales ellas se adhieren no fue del todo clara, y 
además persistieron las dudas sobre el cruzamiento antigénico con estructuras epiteliales 
del hospedero (Barato, 2004; Roa, 2004).  
 
Dadas éstas dudas, en particular las debidas a la distribución de la bacteria, se 
propusieron alternativas para su ubicación más precisa basadas en técnicas moleculares 
como hibridización in situ (HIS), donde se permite determinar la presencia de una 
secuencia de ADN específica en un tejido (Polak, 1990). En Medicina Veterinaria, ésta 
técnica ha sido utilizada para estudiar la distribución y constitución molecular de bacterias 
como P. multocida y B. bronchiseptica en aves y cerdos (Register et al., 1998; Mbuthia et 
al., 2001), Staphylococcus (Volkhard et al., 2000), Pseudomonas (Wellinghousen et al, 
2005), Clamidias (Poppert, 2002) y Legionella sp.  (Hayden et al., 2001; Whiley et al, 
2011), entre otras, con el fin de determinar la presencia y ubicación exacta de sus 
antígenos en el organismo de los hospederos. La determinación de esta ubicación es 
importante desde dos puntos de vista y en particular para el caso de la P. multocida: 1. 
Determinar el real avance de la bacteria en el tracto respiratorio de los conejos, ayudará 
a discernir su real participación en el proceso patológico y en la patogénesis. 2. 
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Determinar los primeros sitios de adhesión de la bacteria permitirá definir cuáles serían 
los primeros mecanismos de defensa que el hospedero opone a éste patógeno 
oportunista, y de allí derivar enseñanzas para posibles intervenciones preventivas de la 
infección.  
 
2.1 Materiales y Métodos 
 
2.1.1 Muestras del estudio 
 
Se emplearon tejidos incluidos en parafina de fosa nasal de conejos, pertenecientes al 
banco de muestras del laboratorio de patología de la Facultad de Medicina Veterinaria y 
de Zootecnia. Estas muestras correspondían a conejos afectados con la forma natural de 
la enfermedad respiratoria inducida por P. multocida (Botero e Iregui, 1999a).  
 
Los tejidos analizados se resumen en la tabla 2-1: 
 
Tabla 2-1: Tejidos de archivo utilizados para la técnica de HIS 
 
GRUPO DE TRABAJO CARACTERÍSTICAS TEJIDOS ANALIZADOS 
 
Grupo 1 12 animales sanos de 1 a 21 
días de edad 
Fosa nasal 
Grupo 2 12 animales sanos de 23 a 49 
días de edad 
Fosa nasal 
Grupo 3 12 animales sanos de 51 a 69 
días de edad 
Fosa nasal 
Grupo 4 6 animales con la forma rinítica 
de la enfermedad 
Fosa nasal 
Grupo 5 6 animales con la forma 
septicémica de la enfermedad 
Fosa nasal  
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2.1.2 Inmunoperoxidasa Indirecta (IPI) 
 
Con el fin de comparar la especificidad y sensibilidad de la HIS se empleo como 
contraparte la técnica de IPI. Se emplearon antisueros primarios específicos contra P. 
multocida completa, seguidos de proteína G recombinante-peroxidasa (Sigma®). La 
metodología que se siguió fue la descrita por Walker and Mayer (1987), con las 
modificaciones de Botero e Iregui (1999a). Como control positivo se usó tejido pulmonar 
de conejo inoculado con P. multocida y tejidos de fosa nasal de conejo obtenidos de 
trabajos anteriores que habían sido positivos para el microorganismo, por microbiología e 
IPI; para los controles negativos se emplearon tejidos de fosa nasal de fetos 
gnotobióticos extraídos por cesárea.  
 
2.1.3 Hibridización in situ (HIS) 
 
2.1.3.1 Estandarización de la técnica 
 
2.1.3.1.1 Tejidos Positivos a Pasteurella multocida 
 
 Se tomaron 3 ratones, dos para inoculación de la bacteria y uno para control negativo 
en un ambiente aislado y limpio con agua y concentrado ad libitum, los animales 
control fueron separados de los que iban a ser infectados con el patógeno. 
 
 A los dos ratones experimentales se les inoculó intraperitonealmente 6 x 108 UFC de 
P. multocida en 0.5 ml de solución salina al 0.9% estéril tibia; previamente se 
identificó P.multocida por medio de pruebas bioquímicas de rutina como  oxidasa, 
catalasa e indol, crecimiento en agar McConkey y tinción de Gram (Flatt and 
Dungworth, 1971; Brodgen, 1980; Manning, 1982; DiGiacomo et al., 1991; Lariviere et 
al., 1993; de Jong, 1999; Davies et al., 2004), además se utilizó la técnica de PCR 
(Anexo A) con primers de cápsula que amplifican una porción del gen hyaD del locus 
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cap, que codifica proteínas involucradas en la formación de monómeros precursores 
activados y en el ensamblaje del polisacárido capsular como tal que es el ácido 
hialurónico de la cápsula tipo A de P multocida (Cheng et al, 1998; Boyce et al, 2000; 
Hunt et al., 2000; May et al., 2001; Townsend et al, 2001; Pors et al, 2011 c); 
finalmente se efectuó la secuenciación molecular a partir de cepas obtenidas del 
cultivo por medio del Sequencer 4.9 Gene Code®. Los aislamientos se mantuvieron 
en congelación a -85ºC en caldo BHI con glicerol al 20% hasta el momento de su 
utilización (Barato, 2004; Roa, 2004). 
 
 Al control negativo se le administraron intraperitonealmente 0.5 cc de solución salina 
0.9% estéril tibia. 
 
 Los animales fueron sacrificados a las 12 horas de exposición a la bacteria con 
sobredosis de cloroformo en una cabina de flujo laminar con ambiente estéril, se  
tomaron muestras de pulmón, hígado y corazón que fueron fijadas en formalina 
bufferada al 4%; de estos mismos tejidos se realizó aislamiento bacteriano en medio 
BHI a una temperatura de 37°C durante 24 horas.  
 
 Los tejidos permanecieron en formalina bufferada por 12 horas y fueron procesados e 
incluidos en bloques de parafina. Las cepas aisladas de los cultivos fueron analizadas 
para la identificación de la bacteria por medio de las pruebas bioquímicas, tinciones y 
PCR anteriormente mencionadas, y se comprobó que se trataba de P. multocida 
cepa A3. Los tejidos del control negativo no mostraron lesiones macro ni 
microscópicas, tampoco hubo crecimiento bacteriano en los cultivos ni presencia de 
la bacteria por PCR. 
 
2.1.3.1.2 Sondas 
 
Para la detección de la bacteria en los tejidos se eligieron dos sondas de oligonucleótidos 
comerciales dirigidas al rRNA 16S bacteriano, de acuerdo a lo reportado por Mbuthia et 
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al. (2001); la primera denominada pmhyb449 es específica para P. multocida y la 
segunda EUB 338 está diseñada para identificar eubacterias (Boyce et al, 2000; Mbuthia 
et al, 2001; Pors et al, 2011 a y b);  se eligieron sondas dirigidas al rRNA por ser una 
molécula abundante y estable, presente durante toda la vida de la bacteria sin importar 
su medio ambiente (Mbuthia et al, 2001; Chakravorty et al, 2007; Coleman et al, 2007; 
Pors et al 2011 a y b; Benga et al, 2012; Ueda et al, 2012). 
 
Las secuencias utilizadas para las sondas marcadas con digoxigenina fueron:    
 
Sonda pmhyb449 5' - DIG - CTATTTAACAACATCCCTTC 3' 
   3'             GATAAATTGTTGTAGGGAAG 5' 
   Contenido G-C: 35.0 % 
   Tm:   45.6 °C 
 
 
Sonda EUB 338 5' GCTGCCTCCCGTAGGAGT - DIG - 3'       
   3' CGACGGAGGGCATCCTCA            5' 
   Contenido G-C: 66.7 % 
   Tm:   57.6 °C 
 
 
Para controlar posibles reacciones cruzadas se hizo un análisis bioinformático en BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology 
Information) contra secuencias publicadas en GenBank. Una vez comprobada su 
especificidad, las  secuencias fueron enviadas a Roche® para la síntesis de las sondas y 
su consecuente marcación con digoxigeneina. 
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2.1.3.1.3 Comprobación de la funcionalidad de las sondas con la 
técnica de dot blot 
 
Con el fin de comprobar que las sondas estuviesen bien marcadas se hicieron pruebas 
de   dot-blot para evaluar la incorporación de la digoxigenina en las sondas sobre una 
membrana de nitrocelulosa (Enomoto et al, 2012). El DNA bacteriano marcado se 
observó como un punto de color azul sobre el fondo blanco de la membrana; se diluyó la 
sonda varias veces para evaluar su cantidad y concentración óptimas (pura, 1:50, 1:100, 
1:200), el mismo proceso se hizo con la fosfatasa alcalina anti-DIG: pura, 1:100 y 1:500.   
 
2.1.3.2 Tejidos experimentales 
 
Las muestras de fosa nasal y pulmón se tomaron de los bloques de parafina de archivo 
disponibles de los experimentos de Botero e Iregui, (1999 a). 
 
2.1.3.3 Tratamiento de los tejidos y preparación de las láminas 
 
Los segmentos de tejido incluidos en parafina fueron cortados entre 4 y 6 µm de grosor y 
montados sobre láminas Super Frost® Plus Slides cargadas positivamente (Mensel 
Gläser, Braunschweig, Alemania), para luego ser desparafinados por calor a 40°C 
durante 7 - 8 horas y por último se almacenaron en cajas de madera cerradas que 
protegieran del polvo, humedad y luz. 
 
2.1.3.4 Pretratamiento de los tejidos en las láminas 
 
Los tejidos fueron incubados por 30-60 minutos a 35°C para facilitar la capacidad de 
hibridación del DNA.   
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Todas las soluciones y buffers fueron preparados con agua destilada deionizada (ddH2O) 
tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0.1%. 
 
2.1.3.5 Controles 
 
Positivos: 
 Tejidos positivos de ratón inoculados con P. multocida (los mismos utilizados para la 
estandarización de la técnica), así como tejidos de fosa nasal y pulmones positivos a 
la presencia de la bacteria comprobados en trabajos anteriores por microbiología, IPI, 
PCR y secuenciación a partir de cepas de cultivo. 
 
 Sonda genérica EUB 338 para eubacterias que confirma la presencia de cualquier 
micoorganismo bacteriano en el tejido. 
 
 
Negativos: 
 
 Tejidos de fosa nasal de un feto gnotobiótico extraído por cesárea 
 
 Tejidos positivos a la presencia de otras bacterias y negativos para P. multocida 
 
 Tejidos sin sonda   
 
 Tejidos sin fosfatasa alcalina anti-DIG. 
 
2.1.3.6 Técnica de hibridización in situ en láminas con tejidos de 
archivo embebidos en parafina 
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El protocolo que se siguió para esta técnica está basado en guías proporcionadas por el 
proveedor de las sondas (Roche®) con algunas modificaciones y algunos pasos 
adicionales en la permeabilización de la bacteria.  
 
Pretratamiento: 
 
 Desparafinar los tejidos 2 veces por 10 min en xilol fresco 
 
 
 Rehidratar los tejidos en las siguientes soluciones: 
1 vez x 5 min en etanol al 100% 
1 vez x 5 min en etanol al 95% 
1 vez x 5 min en etanol al 70% 
2 veces x 5 min cada una en agua destilada + DEPC (dietilpirocarbonato al 0.1%) 
 
Prehibridización: 
 
 Incubar las secciones de tejido en las siguientes soluciones: 
2 veces x 5 min cada una en buffer PBS (DEPC) [pH 7.4] 
 
Nota: El PBS contiene NaCl 140 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM y 
KH2PO4 1.8 mM 
2 veces x 5 min cada una en buffer PBS (DEPC) que contenga glicina 100 mM 
 
 Tratar los tejidos con PBS (DEPC) que contenga Triton X-100 al 0.3%, 1 vez x 15 
minutos 
 
 Lavar dos veces x 5 min cada una con buffer PBS (DEPC) [pH 7.4] 
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 Permeabilizar los tejidos por 30 min a 35°C en buffer TE 20x (Tris HCl 100mM, EDTA 
50 mM pH 8.0) que contenga 20 µg/ml de proteinasa K libre de RNasas 
 
 Permeabilizar los tejidos por 45 min a 35°C en buffer TE 20x (Tris HCl 100mM, EDTA 
50 mM pH 8.0) que contenga 4 mg/ml de lysozima libre de RNasas 
 
 Post-fijar los tejidos con buffer PBS (DEPC) que contenga parafolmaldehido al 4% a 
4°C durante 5 minutos 
 
 Lavar dos veces x 5 minutos cada una con buffer PBS (DEPC) [pH 7.4] 
 
 Para acetilar los tejidos se colocan las láminas sobre una plataforma de agitación 
lenta y se incuban las láminas con buffer trietanolamina 0.1M, pH 8.0 (Sigma®) que 
contenga anhidrido acético al 0.25%, 2 veces durante 5 minutos cada una 
 
 Cubrir cada sección de tejido con un buffer de prehibridización que contenga: 
SSC 2x (Sigma®) 
Solución Denhard't 1x (Ficoll 0.02%, polivinilpirrolidona al 0.02% y 0.2 mg/ml de 
albúmina sérica bovina libre de RNasas) 
Dextran sulfato al 10% 
Buffer fosfato 50 mM (pH 7.0) 
Ditiotreitol (DTT) 50mM 
tRNA de levadura 250 µg/ml 
Acido polideoxiadenílico 5 µg/ml 
Acido poliadenílico 100 µg/ml 
DNA de esperma de salmón denaturalizado 500 µg/ml 
Formamida desionizada al 20% 
 
Nota: El buffer de pre-hibridización puede ser almacenado a -20°C durante 
varios meses sin el DNA de salmón ni la formamida desionizada 
 
 Colocar una laminilla cubreobjetos a cada sección de tejido, sellarlas e incubar en 
cámara húmeda a 35°C por 2 h 
 
 Retirar las laminillas cubreobjetos sumergiendo las láminas en buffer SSC 2x durante 
5 minutos 
38 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta para la 
determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en conejos afectados 
con enfermedad respiratoria 
 
 
Hibridización: 
 
 Eliminar el buffer SSC 2x y cubrir cada sección de tejido con el buffer de 
hibridización, el mismo usado en la pre-hibridización + 30 ng de sonda marcada con 
digoxigenina 
 
 Cubrir cada sección de tejido con una laminilla cubreobjetos, sellar muy bien o usar 
una bolsa para hibridización e incubar en cámara húmeda a 35°C durante toda la 
noche 
 
Post-hibridización: 
 
 Remover la laminilla sumergiendo las láminas en buffer SSC 2x durante 5 - 10 
minutos 
 
 Lavar las láminas en un baño de agitación a 35°C de la siguiente manera: 
o  2 veces x 15 minutos cada una en buffer SSC 2x 
o 2 veces x 15 minutos cada una en buffer SSC 1x 
o 2 veces x 15 minutos cada una en buffer SSC 0.25x 
 
Detección: 
 
 Lavar los tejidos con buffer 1 (Tris-HCl 100 mM pH 7.5, NaCl 150 mM) dos veces 
durante 10 minutos cada una usando una plataforma de agitación 
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 Cubrir los tejidos durante 30 minutos con una solución bloqueadora de buffer 1 que 
contenga Triton X-100 al 0.1% y albúmina sérica bovina al 5% a 35°C en cámara 
húmeda 
 
 Descartar la solución anterior e incubar los tejidos con una solución de buffer 1 que 
contenga Triton X-100 al 0.1%, albúmina sérica bovina al 2.5% y fosfatasa alcalina 
anti-DIG (fragmentos FAB - Roche®) por 2 h a 35°C en cámara húmeda 
 
 Lavar los tejidos con buffer 1 dos veces durante 10 minutos cada una usando una 
plataforma de agitación 
 
 Incubar los tejidos por 10 minutos en buffer 2 (Tris-HCl 100 mM pH 9.5, NaCl 100 mM  
MgCl2 50 mM) 
 
 Cubrir los tejidos con una solución colorante que contenga: 
Buffer TBS pH 9.0 (Tris-HCl 100mM pH 7.6, NaCl 0.15 M) 
Solución stock de nitroazul tetrazolium (NBT) (Roche®) 50 mg/ml al 1.5% disuelto 
en dimetilformamida al 70%  
Solución stock de 5-bromo-4-cloro-3-indolill-fosfato (BCIP) (Roche®) 50 mg/ml al 
1% disuelto en dimetilformamida al 100%  
Dilución Final 0.03% de NBT + 0.02% de BCIP en TBS 0.1M, pH 9.5  
Levamisol 1mM (Sigma®) 
 
 Incubar los tejidos en la solución colorante por lo menos 12 h a temperatura ambiente 
en cámara húmeda y protegidos de la luz 
 
 Suspender la reacción incubando las láminas en buffer 3 (Tris-HCl 10 mM pH 8.1, 
EDTA 1 mM) 
 
 Sumergir las láminas rápidamente en agua destilada 
 
 Cubrir los tejidos con el colorante de contraste Nuclear Fast Red al 0.1% (Sigma®) 
durante 2-3 minutos 
 
 Lavar las láminas 2 veces por 10 minutos cada una en agua corriente 
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 Dejar secar y montar los tejidos con una solución acuosa a base de glicerol, se puede 
usar entellan® que es permanente, pero por ser a base de xilol puede formar 
precipitados de colorante y dañar las láminas en corto tiempo 
 
 Observar al microscopio de luz y almacenar en un sitio seco y protegido de la luz 
 
2.1.3.7 Evaluación 
 
Para la lectura de las láminas en el microscopio de luz se establecieron dos categorías, 
una de extensión (septo ventral, central, dorsal y cornetes nasales) (Fig 2-1), y otra de 
intensidad (entre cilios, células caliciformes, células ciliadas y conductos glandulares) 
 
Figura 2-1: Vista completa de un corte transversal de fosas nasales de conejo. 
S=Septo nasal, SV=Septo ventral, SC=Septo central, C=Cornetes; Flecha=Aparato 
Vomero-nasal, Cabeza de flecha=Cartílago. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las variables se categorizaron semicuantitativamente  ( -, +, ++, +++; ninguna, leve, 
moderada, severa; -, 1, 2, 3) (Fig 2-2 y 2-3). 
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Figura 2-2: Categorización de la extensión de la marcación de HIS y de IPI 
 
        HIBRIDIZACION IN SITU                      INMUNOPEROXIDASA INDIRECTA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No Marcación (-, ninguna) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Leve (+, 1) = Coloración pálida y muy focalizada, equivalente <20% del área total 
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Figura 2-2: (Continuación) 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
Moderada (++, 2) = Coloración intensa y multifocal, equivalente al <40% del área total 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Severa (+++, 3) = Coloración muy intensa y generalizada, equivalente al 70-80% del área 
total 
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Figura 2-3:  Categorización de la intensidad de la marcación de IPI. La flecha 
roja muestra una marcación leve con un marrón muy pálido mientras que la fleca negra 
una marcación moderada con un marrón más oscuro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.1.3.8 Análisis Estadístico 
 
Las pruebas no paramétricas se basaron en la formulación de dos hipótesis estadísticas 
complementarias: La hipótesis nula (Ho) y la hipótesis alternativa (H1).  La hipótesis nula 
está relacionada con una concepción de la realidad que es equivalente a cero. La 
hipótesis alternativa está relacionada con el objetivo del estudio y para probarla se 
requieren resultados diferentes a cero. Las  pruebas no paramétricas son pruebas 
estadísticas que no se basan en ninguna suposición en cuanto a la distribución de 
probabilidad a partir de la que fueron obtenidos los datos, para esto se realizaron 
pruebas exactas de Fischer. 
 
H0: La presencia o ausencia de la bacteria en los tejidos es independiente de la técnica 
H1: La presencia o ausencia de la bacteria en los tejidos es dependiente de la técnica 
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Se consideraron diferencias significativas cuando α=<0.03 y p<0.05 
 
Para analizar el grado de presencia de la bacteria y definir el efecto del grupo y de las 
técnicas sobre la misma, se utilizó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (Martínez 
et al., 2011) a través de un análisis de varianza (2 x 5). El contraste de Kruskall-Wallis es 
una alternativa no paramétrica que sirve para contrastar la hipótesis de que k muestras 
cuantitativas han sido obtenidas de la misma población.  
 
Para este análisis se tomaron como supuestos: 
 
 Homogeneidad del material experimental (bloques, sondas, temperatura, proteasas, 
coloración, etc) 
 
 Aleatorización del tratamiento (los bloques fueron tomados al azar y de igual manera 
corrieron las técnicas) 
 
  
En donde:  
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H = valor estadístico de la prueba de Kruskal-Wallis. 
N = tamaño total de la muestra. 
Rc2 = sumatoria de los rangos elevados al cuadrado. 
ni = tamaño de la muestra de cada grupo. 
L = ajuste dado por el ajuste de ligas o empates de los rangos 
 
Se consideraron diferencias significativas cuando α=<0.03 y p<0.05 
 
Para todos los análisis estadísticos se empleó el programa SAS versión 9.1 (SAS 
Institute, Cary, NC, USA). Con el fin de mostrar gráficamente algunos datos se utilizaron 
histogramas de frecuencia comparando la presencia de la bacteria, así como la 
intensidad y extensión de la marcación para cada grupo de animales. 
 
2.2 Resultados 
 
2.2.1 Estandarización de la técnica de hibridización in situ 
 
Comprobación de funcionalidad de la sonda 
La técnica de dot blot demostró buena incorporación de la digoxigenina a las sondas de 
oligonucleótidos, la concentración de la sonda no tuvo efecto en la intensidad de la 
marcación, por el contrario la reacción de la fosfatasa alcalina anti-DIG sí mostró cambios 
fuertes de acuerdo con su concentración, por lo que se decidió usarla pura (Fig 2-4). 
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Figura 2-4:  Dot blot para establecer concentraciones óptimas de las sondas y 
del conjugado PA anti-DIG. Las columnas corresponden a las diluciones de la sonda: 1. 
Pura; 2. 1:50; 3. 1:100; 4. 1:200. Las filas A-C corresponden a las diluciones del 
conjugado AP anti-DIG: A. Puro; B. 1:100; C. 1:500. La fila D corresponde a los controles 
negativos: D1. bacteria+AP anti-DIG sin sonda; D2. bacteria+sonda sin AP anti-DIG; D3. 
bacteria+ AP anti-DIG+sonda sin marcar; D4. Sonda 1:200+ AP anti-DIG puro. 
 
 
  
 
 
 
 
2.2.2 Comparación entre la técnica de hibridización in situ con la 
de inmunoperoxidasa indirecta 
 
La técnica de hibridización in situ mostró marcación positiva para las dos sondas: 
pmhyb449  para P. multocida y la genérica EUB338 para eubacterias, se hizo  evidente 
por una coloración azul violeta intensa que en algunos casos se veía casi negruzca. Los 
controles positivos y negativos arrojaron las respuestas esperadas.  
 
Ejemplos de la marcación obtenida se encuentran en las figuras 2-5 a 2-9: 
 
 
A 
B 
C 
D 
1 2 3 4 
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Figura 2-5:  HIS positiva en tejido hepático de ratón infectado de forma experimental 
con P. multocida. Sonda pmhyb449 marcada con digoxigenina y contrastada con 
nuclear fast red. Imagen panorámica. (40X). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2-6:  HIS positiva en pulmón de conejo infectado con la forma natural de P. 
multocida (Conejo 41 del grupo 4); las flechas indican la presencia del 16 rRNA de P. 
multocida Sonda pmhyb449 marcada con digoxigenina y contrastada con nuclear fast 
red. (100X). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
48 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta para la 
determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en conejos afectados 
con enfermedad respiratoria 
 
Figura 2-7: HIS positiva en fosa nasal de conejo con la forma natural de rinitis por P. 
multocida (Conejo 49 del grupo 2); las flechas señalan la presencia del 16S rRNA de  la 
bacteria localizada en el borde apical del epitelio respiratorio y en el moco libre en la luz 
de la fosa nasal (flecha azul, cambiarle el color). Sonda Eub338 marcada con 
digoxigenina y contrastada con nuclear fast red. (100X). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2-8: HIS positiva en pulmón de conejo infectado con la forma natural de P. 
multocida (Conejo 37 del grupo 4). Las flechas muestran  la presencia de la bacteria en 
áreas con engrosamiento de septos y en menor grado en epitelio alveolar y bronquiolar. 
Sonda pmhyb449 marcada con digoxigenina y contrastada con nuclear fast red (40X) 
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Figura 2-9:  IPI positiva en fosa nasal de conejo con la forma natural de rinitis por P. 
multocida (Conejo 41 del grupo 4); las flechas indican la presencia de la bacteria a nivel 
de borde ciliado y en  células caliciformes (100X). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los resultados de la HIS e IPI con la sonda pmhyb449 para el 16S rRNA de P.multocida 
se encuentran en las tablas 2-2 a 2-11: 
 
GRUPO 1 (Conejos de 1 - 21 días de edad) 
 
No se encontraron diferencias significativas entre HIS e IPI para el grupo 1 en cuanto a la 
presencia-ausencia de marcación. Para HIS 6 de 11 animales (54.5%) fueron positivos a 
la presencia de la bacteria, mientras que para IPI 7 animales (63.6%) mostraron 
resultados positivos. La intensidad en HIS fue leve para todos los animales positivos, un  
mayor número de animales presentó marcación en células ciliadas (citoplasma y/o borde 
interno de la membrana citoplasmática) y entre cilios (Tabla 2-2); para IPI las células 
glandulares y las caliciformes alcanzaron marcación moderada mientras que las células 
ciliadas y entre cilios mantuvieron una marcación leve.  
50 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta para la 
determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en conejos afectados 
con enfermedad respiratoria 
 
Tabla 2-2: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-P. multocida en fosa 
nasal de conejo. Intensidad  de la marcación. Grupo 1 
 
 
Edad 
(Días) 
 
 
Entre cilios 
Células 
Ciliadas 
Células 
Caliciformes 
 
Conductos 
Glandulares 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
1 + + - - - + + + 
3 - - - - - - - - 
5 - + - - - - - + 
7 + + + + + + + ++ 
9 - - - - - - - - 
11 - - - - - - - - 
13 + + + + - - - - 
15 - - - - - - - - 
17 + + + + + + - + 
19 + + + + + + + + 
21 + + + + + ++ + ++ 
 
Tabla 2-3: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-Pasteurella multocida en 
fosa nasal de conejo. Extensión de la marcación. Grupo 1 
 
 
Edad 
(Días) 
 
 
Localización 
Septo Ventral 
 
Septo Central 
 
Septo Dorsal 
 
Cornetes Nasales 
 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
1 + ++ + + + + + ++ 
3 - - - - - - - - 
5 - + - + - + - + 
7 + ++ + + + + + ++ 
9 - - - - - - - - 
11 - - - - - - - - 
13 - - - - + + - - 
15 - - - - - - - - 
17 + ++ - - + ++ + + 
19 + ++ + + + + + + 
21 + ++ + + + ++ + + 
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La extensión de la marcación fue focalizada para HIS en todas las regiones anatómicas, 
es decir para septo nasal dorsal, central, ventral y cornetes nasales; mientras que en IPI 
la mayoría de la marcacion fue multifocal excepto el septo central en el que fue 
focalizada (Tabla 2-3).  
 
GRUPO 2 (Conejos de 23 - 49 días de edad)  
 
Tabla 2-4: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-P. multocida en fosa nasal 
de conejo.  Intensidad de la marcación. Grupo 2 
 
 
 
En este grupo 7 animales fueron positivos a P. multocida para HIS (50%) y 9 para IPI 
(71.4%); estadísticamente no se encontraron diferencias significativas. La intensidad de 
la marcación en HIS fue leve en las estructuras evaluadas; para IPI la marcación en 
células ciliadas, caliciformes, entre cilios y conductos glandulares fue moderada (Tabla 2-
4).  
 
Edad 
(Días) 
 
 
Entre cilios 
Células 
Ciliadas 
Células 
Caliciformes 
 
Conductos  
Glandulares 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
23 - - - + - + - + 
25 + + + ++ + + + ++ 
27 - - - - - - - - 
29 + + + ++ + ++ - - 
31 - - - - - - - - 
33 + + + + - + - ++ 
35 + ++ - - + ++ - - 
37 + - + + + + + + 
39 - - - - - - - - 
41 - + - - - - - + 
43 - - - - - - - - 
45 - - - - - - - - 
47 + + - - - ++ - ++ 
49 + + + ++ + + + + 
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La extensión de la marcacion de HIS fue focal en septo dorsal, central, ventral y cornetes 
nasales; mientras que en IPI la marcación fue multifocal para septo ventral y cornetes 
nasales; en el septo dorsal y central la marcación fue focalizada (Tabla 2-5). 
 
Tabla 2-5: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-Pasteurella multocida en 
fosa nasal de conejo. Extensión de la marcación. Grupo 2 
 
 
GRUPO 3 (Conejos de 51 - 69 días de edad) 
 
En este grupo 9 de los 10 (90%) animales fueron positivos para la presencia de la 
bacteria por ambas técnicas (Tabla 2-6). La marcación de HIS fue leve para todas las 
regiones donde hubo marcación positiva, es decir entre cilios, células caliciformes, 
células ciliadas y conductos glandulares, mientras que IPI presentó marcación moderada 
para todas las estructuras. 
 
Edad 
(Días) 
 
 
Localización 
Septo Ventral 
 
Septo Central Septo Dorsal Cornetes 
Nasales 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
23 - ++ - + - + - + 
25 + ++ - + + + + + 
27 - - - - - - - - 
29 + ++ + + - + - - 
31 - - - - - - - - 
33 + ++ + + + + + ++ 
35 + ++ - - - - - ++ 
37 + + + + + + + + 
39 - - - - - - - - 
41 - - - - - + - + 
43 - - - - - - - - 
45 - - - - - - - - 
47 + + - + + + - - 
49 + + + + - - - + 
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Tabla 2-6: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-P. multocida en fosa nasal 
de conejo. Intensidad de la marcación. Grupo 3 
 
 
Tabla 2-7: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-Pasteurella multocida en 
fosa nasal de conejo. Extensión de la marcación.Grupo 3 
 
 
La extensión de la marcación para HIS fue focal en el septo dorsal, central, ventral y 
cornetes nasales; en IPI la extensión de la marcación fue multifocal para las mismas 
áreas (Tabla 2-7). 
 
Edad 
(Días) 
Entre 
Cilios 
Células 
Ciliadas 
Células 
Caliciformes 
 
Conductos  
Glandulares 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
51 - + - + + + - + 
53 + + + + + + + + 
55 + + + ++ + ++ - + 
57 - ++ - ++ + ++ + ++ 
59 - + - + + + - + 
61 - - - - - - - - 
63 - + + - + + - + 
65 + + - + - + - + 
67 + ++ + ++ + ++ - + 
69 + ++ + ++ + ++ - ++ 
 
Edad 
(Días) 
 
Localización 
Septo Ventral 
 
Septo Central Septo Dorsal Cornetes Nasales 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
51 + + - + + + + + 
53 + + - + + + + + 
55 + + - + + + - + 
57 + ++ - ++ + ++ - ++ 
59 + + - + - + - + 
61 - - - - - - - - 
63 - + + + - + - + 
65 - + + + - + - + 
67 + ++ + ++ + + + + 
69 + ++ - ++ + ++ - ++ 
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GRUPO 4.  Animales enfermos con la forma rinítica del complejo respiratorio de los 
conejos 
 
Tabla 2-8: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-P. multocida en fosa nasal 
de conejo. Intensidad de la marcación. Grupo 4 
 
 
Edad 
(Días) 
Entre 
Cilios 
Células 
Ciliadas 
Células 
Caliciformes 
 
Conductos 
Glandulares 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
33 + ++ + + + ++ - + 
35 + + + + - + - - 
37 + ++ + + + ++ + + 
38 + + + + + ++ - ++ 
41 + ++ + ++ ++ ++ + + 
42 + + + + + ++ + ++ 
 
 
Tabla 2-9: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-Pasteurella multocida en 
fosa nasal de conejo. Extensión de la marcación. Grupo 4 
 
 
Edad 
(Días) 
 
Localización 
Septo Ventral 
 
Septo Central Septo Dorsal Cornetes Nasales 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
33 + ++ + ++ - + - + 
35 - + - + + + - - 
37 + +++ + ++ + + + ++ 
38 + ++ + + + + - ++ 
41 ++ +++ - + + + + ++ 
42 + + + + + + + ++ 
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En este grupo el 100% de los animales mostraron marcación positiva a P. multocida con 
ambas técnicas en cualquier localización.  Las células caliciformes tuvieron marcación 
moderada en HIS mientras que las células ciliadas, entre cilios y conductos glandulares 
presentaron marcación leve; en tanto que la marcación con IPI fue moderada entre cilios, 
células caliciformes, células ciliadas y conductos glandulares (Tabla 2-8). 
. 
En cuanto a la extensión de la marcación, HIS demostró presencia de la bacteria  de 
manera multifocal en el septo ventral y focal en el septo dorsal, septo central y cornetes 
nasales. IPI tuvo marcación severa en el septo ventral; marcación multifocal en septo 
central y cornetes nasales, y marcación focal en septo dorsal (Tabla 2-9). 
 
GRUPO 5.  Animales enfermos con la forma septicémica del complejo respiratorio 
de los conejos 
 
En este grupo todos los animales (100%) presentaron marcación positiva tanto para HIS 
como para IPI. La marcación fue leve con HIS en células caliciformes, entre cilios, células 
ciliadas y conductos glandulares; la marcación de IPI fue leve en conductos glandulares y 
moderada entre cilios, células ciliadas y glandulares (Tabla 2-10). 
 
Tabla 2-10: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-P. multocida en fosa 
nasal de conejo. Intensidad de la marcación. Grupo 5 
 
 
Edad 
(Días) 
Entre 
Cilios 
Células 
Ciliadas 
Células 
Caliciformes 
 
Conductos 
Glandulares 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
30 + ++ + + + ++ + + 
31 + + - - + ++ - + 
32 + + + + + + - + 
36 - + - + + + - + 
39 - ++ + + + + - + 
40 + + - ++ + ++ - + 
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Tabla 2-11: Comparación entre HIS sonda pmhyb449 e IPI anti-Pasteurella multocida en 
fosa nasal de conejo. Extensión de la marcación. Grupo 5 
 
 
Edad 
(Días) 
 
Localización 
Septo Ventral 
 
Septo Central Septo Dorsal Cornetes 
Nasales 
HIS IPI HIS IPI HIS IPI HIS IPI 
30 + ++ + + + + - + 
31 + ++ + + - + + + 
32 + + + + + + - + 
36 + + + + - + - + 
39 + ++ - - + + + + 
40 + ++ + + + + + + 
 
 
Al observar la extensión de la marcación, HIS tuvo localización focal para el septo dorsal, 
central y ventral, así como en los cornetes nasales; por su parte IPI mostró  ubicación 
multifocal para el septo ventral; para cornetes nasales, septo central y dorsal la 
marcación fue focal (Tabla 2-11).  
 
En términos generales, para todos los grupos el análisis estadístico no demostró 
diferencias significativas en cuanto al criterio presencia - ausencia de P. multocida 
dependiendo de la técnica: HIS o IPI, en donde todos los grupos presentaron un α < 00.5, 
probando así la hipótesis H0, es decir, la presencia o ausencia de la bacteria en los 
tejidos es independiente de la técnica usada. 
 
Por otro lado, el análisis de varianza mostró diferencias significativas α < 00.5 entre 
técnicas para el tipo de marcación: focal vs multifocal, evidente en septo ventral, en 
donde la marcación para IPI fue generalizada para el septo ventral en el grupo 4, 
mientras que HIS mantuvo una marcación multifocal esta región. 
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2.3 Discusión de resultados 
 
La P. multocida es el patógeno que de manera más constante se aisla y muestra ser el 
más virulento en los procesos neumónicos de los conejos, y que además es considerado 
un habitante normal de la flora del tracto respiratorio superior de esta especie (Glass and 
Beasley, 1989; Glavits and Magyar, 1990; Deeb and DiGiacomo, 2000; Rougier et al., 
2006). En conejos y otras especies poco se conoce acerca de la patogénesis, ubicación, 
distribución preferencial y densidades de este microorganismo en las distintas porciones 
del tracto respiratorio y de sus correspondientes epitelios (Botero, 1999a; Pors et al., 
2011 a, b y c).   
 
La principal ventaja de la técnica de hibridización in situ es que permite identificar el ácido 
nucleico de un patógeno en relación con la localización, distribución y densidad 
especifica dentro de su hospedero; por medio de esta técnica en este estudio se confirmó 
la presencia de Pasteurella multocida en fosa nasal de conejos afectados con 
enfermedad respiratoria en su forma natural. El uso de una sonda específica pmhyb449 
dirigida al gen ribosomal 16S del rRNA de P. multocida marcada con digoxigenina 
permitió determinar la ubicación de este patógeno con gran especificidad en las distintas 
regiones del epitelio respiratorio de fosa nasal de conejos de diferentes edades. 
 
Además de la estandarización de la técnica de HIS para su utilización en tejidos de 
conejo, en este trabajo se buscaba comparar los resultados obtenidos con esta técnica 
frente a aquellos obtenidos previamente mediante la utilización de la técnica de 
inmunoperoxidasa indirecta en las mismas muestras de fosa nasal de los mismos 
gazapos (Botero et al., 1999a). Al igual que con la técnica de IPI se buscaba conocer la 
ubicación y distribución de P.multocida en las vías aéreas superiores así como 
determinar la especificidad de HIS para discernir la presencia de la bacteria nítidamente 
frente a reacciones cruzadas que se habían observado en el trabajo de Botero et al. 
(1999a).   
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Los conejos evaluados en ambos estudios fueron divididos en tres grupos que abarcaran 
el tiempo biológico de su desarrollo desde su nacimiento hasta su edad de 
comercialización (1-70 días aproximadamente); dos grupos adicionales fueron los 
constituidos por los conejos que de acuerdo al estudio de Botero et al, 1999a, fueron 
considerados como animales que sufrían rinitis y aquellos afectados con septicemia. HIS 
permitió demostrar la ubicación preferencial de P. multocida en la superficie apical de las 
células ciliadas y en el borde interno del citoplasma de las células caliciformes en la 
mayoría de los animales positivos a la presencia de la bacteria en los tres grupos de 
asintomáticos, así como en los 2 grupos de enfermos. 
 
Si bien no hubo diferencias estadísticas significativas entre las dos técnicas en cuanto a 
su intensidad y extensión, con excepción del septo ventral en el grupo 4, en el cual fue 
notoria la tendencia de la IPI de marcar de forma más intensa y extensa en todos los 
grupos de animales, en la mayoría de los epitelios y localizaciones celulares. Lo anterior 
se podría interpretar como una confirmación de los resultados de estudios previos 
(Botero et al., 1999a) en el sentido de que los anticuerpos contra P. multocida estarían 
marcando de manera cruzada por un lado antígenos propios, como por ejemplo su LPS, 
y por el otro antígenos propios del epitelio respiratorio de los conejos, lo cual le confiere 
una mayor especificidad a la técnica de HIS para determinar que se está detectando solo 
el microorganismo y definiendo su cantidad y ubicación de manera confiable. Al comparar 
los resultados obtenidos con la sonda pmhyb449 y la genérica EUB338 para eubacterias 
se encontró una concordancia del 100% en la marcación positiva a la presencia de P. 
multocida, sin embargo en algunas muestras (13 láminas de 47 examinadas = 27%), la 
sonda EUB338 marcó más extensamente que con pmhyb449 en el mismo tejido, esta 
marcación podría estar señalando la presencia de otras bacterias además de P. 
multocida como podría ser la Bordetella bronchiseptica que ha sido reportada como 
partícipe del síndrome respiratorio de los conejos (Deeb et al., 1990; Villa et al., 2001; 
Rougier et al., 2006). 
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En términos de las áreas colonizadas por P. multocida en la fosa nasal de los conejos, de 
nuevo, en todos los grupos se ratificaron los resultados de Botero et al. (1999a), quienes 
reportaron que la marcación positiva tendía a ser más extensa en las porciones ventral y 
central del septo nasal, así como en los cornetes. 
 
La ubicación tanto del DNA de P. multocida como la presencia de antígenos de superficie 
fueron por las 2 técnicas utilizadas en este estudio similares, es decir, una localización 
preferencial en la superficie apical de las células del epitelio respiratorio, principalmente 
de las ciliadas y en el citoplasma de células caliciformes y las mismas ciliadas. En las 
células caliciformes con HIS, la marcación se observó en el borde del citoplasma. Esta 
ultima ubicación resulta sorprendente porque si bien a P. multocida se le reconoce la 
capacidad de invadir células del epitelio respiratorio (Pors et al., 2011 a y c), sí es 
llamativo que lo haga en células caliciformes, cuyo citoplasma ofrece poco espacio y su 
fuerza interior es más destinada a la expulsión que a la absorción; por el momento no es 
posible adelantar una explicación a este fenómeno; sin embargo, se debe señalar que no 
todo lo que en el estudio de Botero et al. (1999a) se sospechaba como marcación 
cruzada de antígenos entre el patógeno y el hospedero sería inespecificidad. Confirmar 
dicha ubicación de la P. multocida y su significado deberá ser objeto de estudio en 
futuras investigaciones. 
    
Al igual que con la técnica de IPI utilizada por Botero et al (1999a) y en este mismo 
estudio, la cantidad de animales que marcaban positivo con la sonda pmhyb449 para P. 
multocida aumentó de manera gradual en la medida que aumentaba la edad de los 
individuos, desde el grupo 1 con un 54.5% de los animales que fueron positivos a la 
bacteria por HIS y un 63.6% por IPI; en el grupo 2 el 50% fue positivo por HIS y por IPI el 
71.4%; en el grupo 3 el 90% de los conejos marcó positivo por HIS e IPI; finalmente, en 
el 100% de animales se obtuvo positividad en los grupos 4 (rinitis) y 5 (septicemia) por 
ambas técnicas. Estos hallazgos además de confirmar que la infección con P. multocida 
en los conejos incrementa con la edad, indicarían que la sola presencia de la bacteria no 
es suficiente para iniciar la enfermedad (Botero et al., 1999a). 
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Una de las dificultades en los estudios de la ubicación de P. multocida, es que no se 
puede definir con precisión su relación con su LPS en los sitios de su adhesión; esto es 
importante porque cada vez se le da más importancia a esta molécula como factor de 
virulencia no ya en las fases avanzadas de la infección sino durante los primeros 
estadios de la adhesión del microorganismo a las superficies epiteliales (Esquinas, 2007; 
Romero, 2012); hallazgos similares se reportan para el LPS de otras bacterias Gram(–) 
como Salmonella typhi y typhimurium (Bravo et al., 2011).  
 
Con la técnica de HIS se obvian estas limitaciones dado que ella demuestra de manera 
específica la localización del microorganismo sin interferencia de su LPS, tal como 
sucedió con IPI en que debido a las posibles reacciones cruzadas de los anticuerpos 
contra la bacteria y su LPS dificultaron una definición más precisa de la participación de 
cada una de ellos en la patogénesis. 
 
La técnica de HIS ha sido reportada como una excelente herramienta para el diagnóstico 
de P. multocida en tejidos embebidos en parafina frescos usando sondas marcadas con 
fluoresceína (Mbuthia et al, 2001; Pors et al 2011 a y b), sin embargo no se han 
encontrado reportes de la aplicación de esta técnica en bloques con más de 10 años de 
archivo y con un tiempo de fijación en formalina bufferada al 10% mayor a un mes, como 
es el caso de los bloques de archivo utilizados en el estudio de Botero et al. (1999a).  La 
calidad, extensión e intensidad de la marcación obtenida en los tejidos frescos usados 
para la estandarización de HIS fue mucho mayor que la alcanzada en los bloques de 
archivo. Esta situación podría deberse al tiempo y calidad de la fijación de los tejidos, ya 
que los cortes de fosa nasal requieren una decalcificación continua y prolongada (hasta 
30 días renovando la solución de EDTA+ formalina bufferada cada tercer día) que pudo 
hacer inaccesibles los ácidos nucleicos para la penetración de la sonda marcada, esta 
teoría ha sido evaluada en varios trabajos publicados (Shibata et al, 1988; Greer et al, 
1991; Lan et al, 1996, Oliver et al 1997, Speel et al, 1999; Srinivasan et al, 2002). El uso 
de EDTA no afecta el proceso de hibridización in situ (Alers et al, 1999; Shibata et al, 
2000, Whitlon et al, 2001) pero al estar disuelta en formalina bufferada se forman uniones 
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eslabonadas que impiden el acceso de la sonda y al estar expuestos los tejidos a este 
proceso por aproxidamente 1 mes los efectos son muy severos; una alternativa a este 
problema sería preparar la solución decalcificante en otro compuesto como sería el HCl o 
el Tris HCl pH 7.4 o el glicerol (Alers et al, 1999; Shibata et al, 2000).   
 
Para corregir esta situación se compararon varios métodos de permeabilización tisular 
que determinaran las condiciones óptimas de hibridización, generaran una buena 
marcación y que al mismo tiempo mantuvieran una buena morfología en los tejidos. 
 
El tratamiento con proteinasa K a una concentración de 20 μg/ml durante 45 minutos a 
35°C, dio excelentes resultados en las pruebas preliminares con tejidos de ratón, sin 
embargo en los tejidos de archivo no fue suficiente, se intentaron diferentes 
concentraciones  (10, 15, 30, 50, 100 μg/ml) y/o tiempos de exposición más largos (40, 
50 y 60 minutos) con diferentes temperaturas (37°C, 42°C, 47°C, 52°C) pero esto generó 
la pérdida completa de marcación, incluso en los controles positivos, lo cual concuerda 
con lo expuesto por varios autores (Mertz et al, 1995; Lan et al, 1996, Komminoth et al, 
1997; Oliver et al 1997; Hayat et al, 2002) quienes exponen que los tratamientos 
excesivos con proteasas dan como resultado una disminución en la retención del ácido 
nucleico blanco y además deterioran la célula y la morfología del tejido. 
 
Por esto fue necesario ensayar diferentes técnicas y reactivos que mejoraran la 
penetración e incorporación de la sonda al rRNA como: calentamiento en microondas con 
y sin buffer citrato (pH 6,0) 3veces durante 5 minutos,  incubación con HCL 0.5 N en 
metanol y al 0.2 N puro por 10 minutos, Triton X-100 (0,3%) durante 15 minutos, enzimas 
como pepsina 2, 4, 6 y 8 mg/ml en HCL 0.2 M; tripsina  al 0.1 y 0.5 % y lysozima 4, 7, 12 
y 15 mg/ml.   
 
Después de muchos ensayos y combinaciones la mejor marcación se obtuvo con una 
mezcla de proteinasa K a una concentración de 20 μg/ml durante 30 minutos a 35°C + 
lysozima 4 mg/ml 30 minutos a 35°C. 
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Otro factor que podría afectar la marcación en los bloques de archivo es la concentración 
de formamida desionizada (LLoyd, 2001), se ensayaron diferentes concentraciones de la 
misma al 15, 20, 25, 30, 35 y 40% en la pre hibridización y la hibridización como tal, 
también se ensayaron las mismas concentraciones de formamida en los lavados post-
hibridización y se encontró que los mejores resultados fueron obtenidos con formamida 
desionizada al 20% en el buffer de pre hibridización e hibridización y lavados post-
hibridización sin formamida desionizada. 
 
Los resultados obtenidos con los tejidos de las pruebas preliminares y en las muestras de 
tejido pulmonar en bloques de archivo pero sin decalcificación prueba que el efecto del 
fijador sea la causa más probable de la limitante en la marcación; ya que en estos tejidos 
se obtuvo una señal azul-violeta intensa generalizada y limpia, sin rastros de marcación 
inespecífica o de fondo. Esto hace sugerir el uso de formalina bufferada al 10% durante 
12 a 24 horas máximo para obtener una buena señal de hibridización. 
 
En conclusión, con este estudio se demuestra que la HIS es una herramienta confiable 
para determinar la presencia y ubicación de P. multocida en el epitelio respiratorio de la 
fosa nasal de conejos, tanto con fines diagnósticos como investigativos; en adición, se 
confirman hallazgos de estudios previos del mismo grupo con el mismo patógeno que 
demuestran algunas localizaciones preferenciales del microorganismo dentro de su 
hospedero natural y que tal vez indicarían algunos receptores específicos para la bacteria 
en esas regiones. 
 
 
 
  
 
3. Conclusiones y recomendaciones 
 
3.1 Conclusiones 
 
 Por medio de hibridización in situ se confirma la presencia de Pasteurella multocida 
en fosa nasal de fetos de conejo afectados con enfermedad respiratoria en su forma 
natural. 
 
  El uso de una sonda específica para esta bacteria marcada con digoxigenina 
permitió ver la ubicación específica de este patógeno dentro del hospedero con  
especificidad del 100% 
 
 La superficie apical de las células ciliadas y el borde de la membrana citoplasmática 
de las células caliciformes serían los sitios de ubicación preferencial de P. multocida 
en las etapas iniciales del síndrome respiratorio de los conejos. 
 
  Al comparar la técnica de HIS con la IPI no hay diferencias significativas en cuanto a 
la determinación de presencia o ausencia del microorganismo, confirmando la validez 
de IPI como herramienta diagnóstica, sin embargo HIS reacciona ante el material 
genético de la bacteria, por lo que es una señal indiscutible de la presencia de un 
microorganismo determinado y su uso es más recomendable a nivel diagnóstico e 
investigativo. 
 
 El tiempo de fijación menor a 24 horas da como resultado marcaciones más intensas 
y protege la integridad del tejido, ya que disminuye el uso de proteasas y otras 
técnicas de permeabilización que afectan la integridad y morfología de los tejidos. 
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3.2 Recomendaciones 
 
 Sugerir alternativas que impidan el desencadenamiento de la enfermedad por P. 
multocida, con especial énfasis en las estructuras y zonas anatómicas involucradas 
en las etapas iniciales de la misma y de esta forma evitar su propagación al tracto 
respiratorio inferior e incluso su diseminación y posteriores efectos nefastos para el 
hospedero 
 
 Continuar perfeccionando la técnica de HIS para aplicar su uso a nivel diagnóstico e 
investigativo. 
 
 Evitar la exposición de los tejidos a la formalina bufferada por lapsos de tempo 
mayores a 12 horas, en caso de ser necesaria la decalcificación podrían usarse 
soluciones alternativas a la formalina bufferada como el Tris HCl o el glicerol para 
preparar las soluciones a base de EDTA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
A. Anexo: Técnica de PCR para 
Pasteurella multocida serogrupo A:3 
 (Basado en Townsend et al, 2001) 
 
 Gen seleccionado: hyaD del locus cap. 
 
 Secuencia Primers:  F.   5' TGC CAA AAT CGC AGT CAG 3' 
R.   5' TTG CCA TCA TTG TCA GTG 3'      
 Tm: F. 53.4ºC 
R.     50.3ºC 
 Pares de Bases: 1044 pb. 
 
 PROTOCOLO 
 
PASO 
 
TEMPERATURA 
 
TIEMPO 
Precalentamiento 95ºC 3 minutos 
Desnaturalización 95ºC 30 segundos 
Anidado 52ºC 1 minuto 
Elongación 72ºC 1 minuto 30 segundos 
Go to 2 (30 ciclos) 95ºC  
Extensión final 72ºC 10 minutos 
Extensión final  30ºC 1 minuto 
End   
 
 
Observar los resultados por medio de electroforesis en gel de agarosa.  
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B. Anexo: Técnica de 
Inmunoperoxidasa Indirecta (IPI) 
anti-Pasteurella multocida 
 (Basado en Botero, 1999) 
 
 Desparafinar los tejidos 3 veces por 15 min en xilol fresco 
 
 Rehidratar los tejidos en las siguientes soluciones: 
o 1 vez x 10 min en etanol al 100% 
o 1 vez x 10 min en etanol al 90% 
o 1 vez x 10 min en etanol al 70% 
o 1 vez x 5 min en agua corriente 
o 1 vez x 5 min en agua destilada 
 
 Incubar los tejidos en solución bloquedora de peroxidasas endógenas (metanol, 
Azida de Sodio (0.2N), H2O2 al 3%) por 30 min a 35-37°C 
 
 Lavar los tejidos con buffer TBST pH 7.6 (Tris-HCl 100mM pH 7.6, NaCl 0.15 M, 
Tween 20 0.5ml/lt) una vez durante 5 min, usando una plataforma de agitación 
 
 Cubrir los tejidos durante 30 minutos con una solución que contenga abúmina sérica 
bovina o leche descremada al 5%) a 35°C en cámara húmeda 
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 Lavar los tejidos con buffer TBST pH 7.6 dos veces durante 5 min cada una, usando 
una plataforma de agitación 
 
 Cubrir cada sección de tejido con 400 µl (aproximadamente) del antisuero primario 
(anti-P. multocida) en una dilución adecuada, e incubar durante 1 hora a 35-37°C en 
cámara húmeda 
 
 Lavar los tejidos con buffer TBST pH 7.6 ocho veces durante 5 min cada una, usando 
una plataforma de agitación 
 
 Incubar los tejidos con una solución que contenga albúmina sérica bovina o leche 
descremada al 2.0% y Proteina G-peroxidasa (Sigma®) por 1 h a 35-37°C en cámara 
húmeda 
 
 Lavar los tejidos con buffer TBST pH 7.6 ocho veces durante 5 min cada una, usando 
una plataforma de agitación 
 
 Cubrir los tejidos con una solución colorante que contenga: 
o Buffer Tris HCl 50mM pH 7.6 
o Diaminobencidina (Sigma®) 120 mg / 200 ml  
o Peroxido de Hidrógeno al 3% 400 µl / 200 ml 
 
 Dejar incubando los tejidos en la solución colorante por 5-10 min en cámara húmeda 
y protegidos de la luz 
 
 Suspender la reacción sumergiendo las láminas en agua corriente 
 
 Sumergir las láminas rápidamente en agua destilada 
 
 Cubrir los tejidos con el colorante de contraste hematoxilina durante 5 min 
 
 Sumergir las láminas rápidamente en alcohol ácido y lavar inmediatamente en agua 
destilada 
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 Sumergir las láminas en agua amoniacal hasta que alcancen una tonalidad morada y 
lavar con agua destilada 
 
 Sumergir los tejidos 3 veces por 2 min en xilol fresco 
 
 Dejar secar y montar los tejidos con entellan®  
 
 Observar al microscopio de luz y almacenar en un sitio seco y protegido de la luz 
 
 
  
 
Bibliografía 
 
Ahn K, Lee Y, Ha Y, Kim D, Chae S, Kim C, Lee J, Kim S and Chae C. Detection by In-
situ Hybridization of Pasteurella multocida Toxin (toxA) Gene in the Lungs of Naturally 
Infected Pigs. J. Comp. Path. Vol. -, 1-3 (in press). 2008  
 
Alers J, Krijtenburg P, Vissers K and van Dekken H. Effect of bone decalcification 
procedures on DNA in situ hybridization and comparative genomic hybridization: EDTA is 
highly preferable to a routinely used acid decalcifier. J. Histochem Cytochem. 47 (5): 703-
709. 1999  
 
Al-Haddawi M, Jasni S, Zamri-Saad M, Mutalib A, Zulkifliz I, and Son R. In vitro study of 
Pasteurella multocida adhesion to trachea, lung and aorta of rabbits. Vet. J. 159:274-281. 
2000 
 
Andrews GA and Kennedy GA. Respiratory Diagnostic Pathology. Vet Clin North Am. 
Food Anim Pract 13:515-547, 1997 
 
Angené, Ahrens P, Tegtmeier C. Development of a PCR test for identification of 
Haemophilus somnus in pure and mixed cultures. Vet. Microbiol. 63, 39:48. 1998 
 
Barato P. Valoración de la participación de la Bordetella bronchiseptica en la enfermedad 
respiratoria de los conejos y caracterización de su interrelación con distintas regiones del 
70 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
tracto respiratorio. Tesis. Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootecnia. 2004 
 
Ben-Ezra J, Johnson D, Rossi J, Cook N, Wu A. Effect of fixation on the amplification of 
nucleic acids from paraffin-embedded material by the polymerase chain reaction. J. 
Histochem. Cytochem. 39:351-354. 1991 
 
Benga L, Benten W, Engelhardt E, Chirstensen H, Sager M. Analysis of 16S-23S rRNA 
internal transcribed spacer regions in Pasteurelaceae isolated from laboratory rodents. 
Journal of Microbiological Methods. 90: 342-349. 2012 
 
Berent L, Messick J, Cooper S, Cusick P. Specific in situ hybridization of 
Haemobartonella felis with DNA probe and tyramide signal amplification. Vet. Pathol. 
37:47-53. 2000 
 
Bienz K and Egger D. Immunocytochemistry and in situ hybridization in the electron 
microscope: combined application in the study of virus-infected cells. Histochemistry. 
103:328-338. 1995 
 
Bonilla F, García-Delgado G. Adherence of Pasteurella multocida to rabbit respiratory 
epithelial cells in vitro. Rev Lat Amer Microbiol. 35:361-369,1993 
 
Borkowska-Opacka B, Rutkowska-Jurga I and Truszczynski M. Determination of the 
serotypes of Pasteurella multocida strains isolated from rabbits. Bull Vet Ins Pulawy. 39: 
9-12, 1995 
 
Borkowska-Opacka B, Kedrak A y Truszczynski M. Application of the ELISA for 
determination of anti-Pasteurella multocida IgG in the sera of rabbits vaccinated against 
Pasteurellosis under field conditions. Bull Vet Inst Pulawy 41:17-24, 1997 
 
Bibliografía 71 
 
 
Borrathybay E, Sawada T, Kataoka Y, Okiyama E, Kawamoto E, Amao H. Capsule 
thickness and amounts of a 39 kDa capsular protein of avian Pasteurella multocida type A 
strains correlate with their pathogenicity in chickens. Vet microbiol. 97: 215-227. 2003  
 
Bosch M, Garrido E, Llagostera M, Pèrez de Rozas A, Badiola I, Barbé I. Caracterization 
of the Pasteurella multocida hgbA  gene encoding a Hemoglobin-binding protein. Infect 
Immun. 70:5955-5964, 2002 
 
Botero L. e Iregui C a. Caracterización por inmunohistoquímica de la relación de la 
Pasteurella multocida y la  Bordetella bronchiseptica con el epitelio de fosas nasales y 
nasofaringe durante el curso de la neumonía enzoótica de los conejos. Rev Med Vet 
Zoot. 46:3-12,1999 
 
Botero L. e Iregui C b. Caracterización de la interrelación entre la Pasteurella multocida y 
la  Bordetella bronchiseptica con células epiteliales de la cavidad nasal y la nasofaringe 
durante el curso de la neumonía enzoótica de los conejos. Rev Med Vet Zoot 46:21-39, 
1999 
 
Botero L, Iregui C, Figueroa J. Intento de replicación de la neumonía enzoótica y/o 
septicemia por la inoculación de Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica o de 
endotoxina en conejos. Proyecto presentado a la División de Investigación sede Bogotá 
(DIB). Universidad Nacional de Colombia. 2000 
 
Bouvier T, del Giorgio T. MiniReview. Factors influencing the detection of bacterial cells 
using fluorescence in situ hybridization (FISH): A quantitative review of published reports. 
FEMS Microbiology Ecology 44: 3-15. 2003 
 
Boyce J, Chung J and Adler B. Pasteurella multocida capsule: composition, function and 
genetics. J. Biotechnol 83:153–160, 2000 
 
Boyce JD and Adler B. How does Pasteurella multocida respond to the host 
environment?. Curr. Opin. Microbiol. 9:117-122, 2006   
72 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
 
Boye M, Feenstra A, Tegtmeier C, Andresen L, Rasmussen S, Bille-Hansen V. Detection 
of Streptococcus suis by in situ hybridization, indirect immunofluorescence, and 
peroxidase–antiperoxidase assays in formalin-fixed, paraffin-embedded tissue sections 
from pigs. J Vet Diagn Invest 12:224–232. 2000 
 
Braun-Howland R, Danielsen S Nierzwicki-Bauer S. Development of a rapid method for 
detecting bacterial cells using 16S rRNA-targeted probes. Biotechniques. 13:928-934. 
1992 
 
Bravo D, Hoare A, Silipo A, Valenzuela C, Salinas C, Alvarez S, Molinaro A, Valvano M 
and Contreras I. Different sugar residues of the lipopolyssacharide outer core are required 
for early interactions of Salmonella entérica serovars typhi and thyphimurium with epitelial 
cells. Microb Pathog. 50: 70-80. 2011 
 
Brigham K. Endotoxin and the Lungs. Ed. Marcel Dekker, INC. USA. 549 p. 1994 
 
Brockmeier S, Palmer MV, Bolin SR. Effect of intranasal inoculation of porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus, Bordetella bronchiseptica, or a combination 
of both organisms in pigs. Am J Vet Res, 61:892-899, 2000 
 
Brodgen DA. Physiological and serological characteristics of 48 Pasteurella multocida 
cultures from rabbits. J Clin Microbiol 11: 646-649, 1980 
 
Brown C. Review Article. In Situ Hybridization with Riboprobes: An Overview for 
Veterinary Pathologists. Vet Path. 35:159-167. 1998 
 
Bureau F, Detilleux J, Dorts T., Uystepruyst Ch., Coghe J., Leroy PL, and Lekeux P. 
Spirometric performance in Belgian Blue calves: I. Effects on economic losses due to the 
bovine respiratory complex. J Anim Sci. 79:1301-1304, 2001 
 
Bibliografía 73 
 
 
Carter GR. Pasteurellosis: Pasteurella multocida and Pasteurella hemolytica. Ad Vet Sci. 
11:321-379, 1967 
 
Carrillo M. Inhibición in situ de la adhesión de Pasteurella multocida a receptores del 
epitelio respiratorio de conejos por medio de lectinas. Trabajo de grado presentado para 
optar al título de Magíster en Salud Animal. Universidad Nacional de Colombia. Bogotá-
Colombia. 2011 
 
Chae C, Cheon D, Kwon D. In situ hybridization for the detection and localization of swine 
Chlamydia trachomatis. Vet. Pathol. 36:133-137. 1999 
 
Chakravorty S, Helb D, Burday M, Connell N, Alland D. A detailed analysis of 16S 
ribosomal RNA gene segments for the diagnosis of pathogenic bacteria. J. Microbiol. 
Methods. 69: 330-339. 2007 
 
Chen L, Paulsen D, Scruggs D, Banes M, Reeks B. and Lawrence M. Alteration of DNA 
adenine methylase (Dam) activity Pasteurella multocida causes increased spontaneous 
frequency and attenuation in mice. Microbiology. 149:2283-2290, 2003 
 
Cheon D, Chae C and Lee Y. Detection of nucleic acids of porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus in the lungs of naturally infected piglets as determined by in 
situ hybridization. J. Comp. Path. 117:157-163. 1997 
 
Coleman J, Culley D, Chrisler W, Brockman F. mRNA-targeted fluorescent in situ 
hybridization (FISH) of Gram-negative bacteria without template amplification or tyramide 
signal amplification. J. Microbiol. Methods. 71:246–255. 2007 
 
Confer A W, Suckow M A, Montelargo M, Dabo S M, Milocio L J, Gillestie A and Merediyh 
G L.  Intranasal vaccination of rabbits with Pasteurella multocida outer membranes that 
express iron-regulated proteins. Am. J Vet Res. 62:697-703, 2001 
 
Dabo SM, Confer AW and Hartson SD. Adherence of Pasteurella multocida to fibronectin. 
Vet. Microbiol. 110: 265-275, 2005   
74 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
 
Dagerlind A, Friberg K, Bean AJ and Hokfelt T. Sensitive detection using unfixed tissues: 
combined radioactive and nonradioactive in situ hybridization histochemistry. 
Histochemistry. 98:39-43. 1992 
 
Dagleish M, Finlayson J, Bayne C, MacDonald S, Sales J, Hodgson J. Characterization 
and tie course of pulmonary lesions in calves after intratracheal infection with Pasteurella 
multocida A:3. J. Comp. Path. 142: 157-169. 2010 
 
Davies R, MacCorquodale R, and Reilly S. Characterization of bovine strains of 
Pasteurella multocida and comparison with isolates of avian, ovine and porcine origin. Vet 
Mic. 99:145-158, 2004 
 
Deeb B, and DiGiacomo R. Respiratory diseases of rabbits. Res Med. 3:465-480, 2000 
 
DeLong E, Taylor L, Marsh T, Preston C. Visualization and ennumeration of marine 
planktonic archaea and bacteria by using polyribonucleotide probes and fluorescent in 
situ hybridization. Appl. Environ. Microbiol. 65:5554-5563 
 
DeJong MF. Progressive and nonprogressive atrophic rhinitis, in: Diseases of Swine. Pag. 
355-384, 1999 
 
DeLong D, Manning PJ, Gunther R and Swanson DL. Colonization of rabbits by 
Pasteurella multocida: serum IgG responses following intranasal challenge with 
serologically distinct isolates. Lab Anim Sci 42:13-8, 1992 
 
Delgado F, Etchechoury D, Gioffre A, Paolicchi F, Blanco F, Mundoc S, Romano M. 
Comparison between two in situ methods for Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis detection in tissue samples from infected cattle. Vet. Microbiol. 134: 
383–387, 2004 
 
Bibliografía 75 
 
 
DiGiacomo R, Taylor F, Allen B, and Hinton M. Naturally acquiered Pasteurella multocida 
infection in rabbits: Immunological aspects. Lab Anim Sci, 40: 289-292, 1990 
  
DiGiacomo R, Allen V and Hinton MH. Naturally acquired Pasteurella multocida subsp. 
multocida infection in a closed colony of rabbits: Characteristics of isolates. Lab Anim 25: 
236-41, 1991 
 
Dillehay DL, Paul KS, Digiacomo RF and Chengappa MM. Pathogenicity of Pasteurella 
multocida A: 3 in Flemish Giant and New Zealand white rabbits. Lab Anim. 25:337-341, 
1991 
 
Doncel B. Cuantificación y caracterización histoquímica preliminar de las células 
caliciformes en fosa nasal y nasofaringe de conejos sanos y con el síndrome de 
neumonía enzoótica. Tesis de Maestría, Universidad Nacional de Colombia. 2004 
 
Dowling A, Hodgson J, Dagleish M, Eckersall P, Sales J. Pathophysiology and immune 
responses in calves prior to and following lung challenge with formalin-killed Pasteurella 
multocida biotype A:3 and protection studies involving subsequent homologous live 
challenge. Vet. Immunol. Pathol 100: 197-207. 2004 
 
Durrant I, Chadwick P. Hybridization of fluorescein-labeled oligonucleotide probes and 
enhanced chemiluminescence detection. In: Isaac P, ed. Protocols for Nucleic Acid 
Analysis by Nonradioactive probes. methods in Molecular Biology, vol. 28. Ed Humana 
Press. USA. pag 141-148. 1994 
 
Dziva F, Muhairwa A, Bisgaard M, Christensen H. Diagnostic and typing options for 
investigating diseases associated with Pasteurella multocida. Vet microbiol. 128: 1-22. 
2008 
 
Enomoto H, Inoue S, Matsuhisa A, Aizawa N, Imanishi H. Saito M,Iwata Y, Tanaka H, 
Ikeda N, Sakai Y, Takashima T, Shimomura S, Iijima H, Nakamura H, Nishiguchi S. 
Development of a new in situ hybridization method for the detection of global bacterial 
DNA to provide early evidence of a bacterial infection in spontaneous bacterial peritonitis. 
J. Hepatol. 56: 85-94. 2012. 
 
76 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
Esquinas P. Iregui C, Botero L.  Comparación ultraestructural de fosa nasal y nasofaringe 
de conejos sanos y enfermos con el síndrome de neumonía enzoótica. Memorias Cuarta 
Reunión Argentina de Patología Veterinaria. La Plata, Argentina. 56. Junio 2004 
 
Esquinas P. Interacción in vitro entre la Pasteurella multocida y/o su lipopolisacárido con 
epitelio de septo nasal de conejo. Tesis de Maestría. Universidad Nacional de Colombia. 
2007 
 
Ewers C, Lübke-Becker A, Bethe A, Kieβling S, Filter M, Wieler L. Virulence Genotype of 
Pasteurella multocida strains isolated from different hosts with various disease status. Vet 
Microbiol. 114: 304-317. 2006 
 
Flatt RE and Dungworth DL. Enzootic pneumonia in rabbits: Naturally occurring lesions in 
lungs of apparently healthy young rabbits.  Am J Vet Res. 32: 621-626, 1971 
 
Frevert CW, Matute-Bello G, Martin TR. Rabbit models of pneumonia, peritoneal sepsis, 
and lung injury. Methods Mol Biol 138:319-330, 2000 
 
Frost A and Adler B. Pasteurella multocida: the elusive determinants of virulence and 
immunity. Vet Microbiol. 72, 1-2, 2000  
 
Gebeyehu G, Rao P, SooChan P, Simms D and Klevan L.  Novel biotinylated nucleotide 
analogs for labeling and colorimetric detection of DNA. Nucleic Acids Res. 15: 4513-4534, 
1987 
 
Glass L, and Beasley J. Infection with and antibody response to Pasteurella multocida 
and Bordetella bronchiseptica  in immature rabbits. Lab Anim Sci 39:406-410, 1989 
 
Glavits R, and Magyar T. The pathology of experimental respiratory infection with 
Pasteurella multocida and Bordetella bronchiseptica in rabbits. Act Vet Hung 38:211-215, 
1990 
Bibliografía 77 
 
 
 
Glorioso J, Jones G, Rush H, Pentler L, Darif C, and Coward J. Adhesion of type A 
Pasteurella multocida to rabbit pharyngeal cells and its possible role in rabbit respiratory 
tract infections.  Infec Immun, 35:1103-1109, 1982 
 
Gonzalez C y Maheswaran S. The role of induced virulence factors produced by 
Pasteurella haemolytica in the pathogenesis of bovine pneumonic pasteurellosis: Review 
and hypothesis. Br. Vet. J. 149: 183- 193, 1993 
 
Gray JW, Pinkel D and Brown JM. Fluorescence in situ hybridization  in cancer and 
radiation biology (Review). Radiat. Res. 137:275-289. 1994 
 
Greer C, Peterson S, Kiviat N, Manos M. PCR amplification from paraffin-embedded 
tissues: effects on fixative and fixation time. Am. J. Clin. Pathol. 95:117-124. 1991 
 
Guzmán C, Rohde M, Bock M, and Timmis K. Invasion and intracellular survival of 
Bordetella bronchiseptica in mouse dendritic cells. Infect. Immun. 62:5528 – 5537. 1994 
 
Gyles C, Prescott J, Songer J y Thoen C. Pathogenesis of Bacterial Infections in Animals. 
Tercera edición. Ed. Blackwell Publishing. USA. 456 p. 2004 
 
Ha S, Jung K, Choi C, Ha Y, Song H, Lim J, Kim S, Chae C. Development of In-situ 
hybridization for the detection of Mycoplasma haemosuis (Eperythrozoon suis) in 
formalin-fixed, paraffin wax-embedded tissues from experimentally infected 
splenectomized pigs. J. Comp, Path. 133: 294-297. 2005 
 
Harper M, Cox A, Adler B, Boyce J. Pasteurella multocida lipopolysaccharide: The long 
and short of it. Vet Microbiol. 153: 109-115. 2011 
 
Hatfaludi T, Al-Hasani K, Boyce J, Adler B. Outer membrane proteins of Pasteurella 
multocida. Vet Microbiol. 144:1-17.  2010 
78 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
 
Hayat M. Microscopy, Immunohistochemistry and antigen retrieval methods. Kluwer 
AcademicPlenum Publishers, New York. 2002 
 
Hayat  M. 1.Comparison of Immunohistochemistry, in situ Hybridization,  Fluorescence in 
situ Hybridization and Chromogenic in situ Hybridization. Handbook of 
Immunohistochemistry and in situ Hybridization of Human Carcinomas, Volume 1: 
Molecular Genetics; Lung and Breast Carcinomas. USA. 2004 
 
Hayden RT, Uhl JR, Qian X, Hopkins MK, Aubry MC, Limper AH, Lloyd RV and  Cockerill 
FR. Direct Detection of Legionella Species from Bronchoalveolar Lavage and Open Lung 
Biopsy Specimens: Comparison of LightCycler PCR,  Hybridization, Direct Fluorescence 
Antigen Detection, and Culture. J Clin Microbiol. 39:2618–2626, 2001 
 
Huertas CA e Iregui C. Estudio prospectivo de la neumonía enzoótica por Pasteurella 
multocida y Bordetella bronchiseptica en dos granjas cunículas en la altillanura de 
Bogotá. Abstracts XV Congreso Panamericano de Ciencias Veterinarias. Campo Grande, 
MS-Brasil. PN, 109:257, 1996 
 
Hunt ML, Boucher DJ, Boyce JD, and  Adler B. In vivo-expressed genes of Pasteurella 
multocida. Infec and Immun.  69:3004-3012, 2001 
 
Jauch A, Daumer C, Lichter P, Murken J, Schroeder KT, Cremer T. Chromosomal in situ 
supression hybridization of human genosomes and autosomes and its use in clinical 
cytogenetics. Hum. Genet. 85:145-150. 1990 
 
Johnson JH and Wolf AM.  Ovarian abscesses and pyometra in a domestic rabbit. J Am 
Vet Med Assoc. 203:667-9, 1993 
 
Jung K, Ha Y, Kim S, Sae C. Development of polymerase chain reaction and comparison 
with in situ hybridization for the detection of Haemophilus parasuis in formalin-fixed, 
paraffin-embedded tissues. J. Vet. Med. Sci. 66(7): 841-845. 2004 
Bibliografía 79 
 
 
 
Kadkol S, Gage W, Pasternack G. Molecular Diagnosis Reviews. In Situ Hybridization 
Theory and Practice. Mol. Diag. Vol. 4 No. 3. 1999 
 
Kallio P, Syrjanen S, Tervahauta A, Syrjanen K. A simple method for isolation of DNA 
from formalin-fixed paraffin-embedded samples for PCR. J. Virol. Meth. 35:39-47. 1991 
 
Kamat A, Dickstein R, Messetti F, Anderson R, Pretzsch S, Noguera G, Katz R, Khanna 
A, Zaidi T, Wu X, Grossman B and Dinney C. Use of Fluorescence In Situ Hybridization to 
Predict Response to Bacillus Calmette-uérin Therapy for Bladder Cancer: Results of a 
Prospective Trial. J. Urol. 187: 862-867. 2012 
 
Kawamoto E, Swada T, and Maruyama T. Evaluation of transport media for Pasteurella 
multocida isolates from rabbit nasal specimens. J Clin Microbiol. 35:1948-1951, 1997 
 
Kessler C, Höltke H, Seibl R, Burg J, Mühlegger K.  Nonradioactive labeling and detection 
of nucleic acids: I. A novel DNA labeling and detection system based on digoxigenin: anti-
digoxigenin ELISA principle. Biol. Chem. 371: 917-927, 1990 
 
Kim C, Oh Y, Han K, Seo H, Kim D, Kang I, Park C, Jang K, Kim S, Chae C. Expression 
of sercreted  mucins (MUC2, MUC5AC, MUC5B and MUC6) and membrane-bound mucin 
(MUC4) in the lungs of pigs experimentally infected with Actinobacillus 
pleuropneumoniae. Res. Vet. Sci.. 92: 486-491, 2012 
 
Kitayama Y, Igarashi H, Kozu T, Nagura K, Ohashi Y and Sugimura H. Repeated 
fluorescense in situ hybridization by a microwave-enhanced protocol. Path. International 
56:490-493. 2006 
 
Krieg NR, Holt JG (eds) Baltimore: Williams and Wilkins. Bergeys’s manual of systematic 
bacteriology. 1984 
 
80 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
Komminoth P, Merk FB, Leav I, Wolfe HJ and Roth J. Comparison of 35S and 
digoxigenin-labeled RNA and oligonucleotide probes for in situ hybridization. Expression 
of mRNA of the seminal vesicle secretion protein II and androgen receptor genes in the 
rat prostate. Histochemistry. 98:217-228. 1992 
 
Komminoth P, Werner M. Target and signal amplification: approaches to increase the 
sensitivity of in situ hybridization. Histochem. Cell. Biol. 108:325-333. 1997 
 
Kornreich B, Craven M, McDonough S, Nydam D, Scorza V, Assarasakorn S, Lappin M 
and Simpson K. Fluorescence in-situ hybridization for the identification of bacterial 
species in archival heart valve sections of canine bacterial endocarditis. J. Comp. Path. 
146: 298-307. 2012 
 
Kpodékon M, Rideaud P, Coudert P. Pasteurellosis du lapin: revue.Reveu Med Vet. 150: 
221-238, 1999 
 
Krieg NR, Holt JG (eds) Baltimore: Williams and Wilkins. Bergeys’s manual of systematic 
bacteriology. 1984 
 
Kriegsmann J, Keyszer G, Geiler T, Gay RE and Gay S. A new double labeling technique 
for combined in situ hybridization and immunohistochemical analysis. Lab. Invest. 71:489-
498. 1994 
 
Kumarasamy K, Toleman M, Walsh T, Bagaria J, Butt F, Balakrishnan R, Chaudhary U, 
Doumith M, Giske C, Irfan S, Krishnan P, Kumar A, Maharjan S, Mushtaq S, Noorie T, 
Paterson D, Pearson A, Perry C, Pike R, Rao B, Ray U, Sarma J, Sharma M, Sheridan E, 
Thirunarayan M, Turton J, Upadhyay S, Warner M, Welfare W, Livermore D, Woodford N. 
Emergence of a new antibiotic resistance mechanism in India, Pakistan, and the UK: a 
molecular, biological, and epidemiological study. Reflection and reaction. 10:70143-2. 
2010 
 
Lan H, Mu Wei; NG Y, Nikolic-Paterson D and Atkins R. A simple, reliable, and sensitive 
Method for nonradioactive in situ hybridization: Use of microwave heating to improve 
hybridization efficiency and preserve tissue morphology. J. Histochem.Cytochem. 44 
(3):281-287. 1996 
Bibliografía 81 
 
 
 
Lariviere S, Leblanc L, Mittal KR and Marineay GP. Comparison of isolation methods for 
the recovery of Bordetella bronchiseptica and Pasteurella multocida from the nasal 
cavities of piglets. J Clin Microbiol 31:364-367, 1993 
 
Lee Y, Ha Y, Ahn K, Cho K, Lee B, Kim S, Chae C. Comparison of a new synthetic, 
peptide-derived, polyclonal antibody-based, immunohistochemical test with in situ 
hybridization for the detection of swinw hepatitis E virus in formalin-fixed, paraffin-
embedded tissues. Vet. J. 182: 131-135. 2009 
 
Lehtola M, Loades C, Keevil W. Advantages of peptide nucleic acid oligonucleotides for 
sensitive site directed 16S rRNA fluorescence in situ hybridization (FISH) detection of 
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and Campylobacter lari. J. Microbiol. Meth. 62: 
211-219. 2005 
 
Leitch a, Schwarzacher T, Wang M, Leitch I. In situ Hybridization. Oxford: BIOS Scientific 
Publishers. 1994 
 
Leotta G, Vigo G, Chinen I, Prieto M, Calejo R y Rivas M. Identificación, biotipificación y 
caracterización de cepas de Pasteurella multocida aisladas en la Argentina. Argent. 
Microbiol., 38: 125-129, 2006 
 
Lichter P, Cremer T, Borden J, Manuelidis L, Ward DC. Delineation of individual 
chromosomes in metaphase and interphase cells by in situ supression hybridization using 
recombinant DNA libraries. Hum. Genet. 80:224-234. 1988 
 
Lloyd RV, Cano M, Chandler WF, Barkan AL, Horvath E, and Kovacs K. Human growth 
hormone and prolactine secreting pituitary adenomas analysed by in situ hybridization. 
Am. J. Pathol. 134:605-613. 1989 
 
Lloyd RV, Jin L and Song J. Ultrastructural localization of prolactin and chromogranin B 
messenger ribonucleic acids with biotinylated oligonucleotide probes in cultured pituitary 
cells. Lab. Invest. 63:413-319. 1990 
82 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
 
Lloyd RV, Jin L, Kulig E, and Fields K. Molecular approches for the analysis of 
chromogranins and secretogranins. Diagn. Mol. Pathol. 1:2-15. 1993 
 
Lloyd RV and Jin L. In situ hybridization analysis of chromogranin A and B mRNAs in 
neuroendocrine tumors with digoxigenin-labeled oligonucleotide probe cocktails. Diagn. 
Mol. Pathol. 4:143-151. 1995 
 
Lloyd RV. Introduction to Molecular Methods. In: Morphology Methods. Cell and 
Molecular Biology Techniques. Ed. Humana Press. USA. 422 p. 2001 
 
Lo M, Boyce JD, Wilkie IW and Adler B. Characterization of two lipoproteins in Pasteurella 
multocida. Microb. Infect.  6:58-67, 2004   
 
Lozano J. Origen de los problemas respiratorios en conejos. Cunicultura. p.245-251. 
2003 
 
Manning PJ. Serology of Pasteurella multocida in laboratory rabbits a review. Lab Anim 
Sci. 32:66- 71, 1982 
 
Manz W, Szewzyk U, Ericsson P, Amann R, Schleifer K, Stenstrom T. In situ identification 
of bacteria in drinking water and adjoining biofilms by hybridization with 16S and 23S 
rRNA-directed fluorescent oligonucleotide probes. Appl. Environ. Microbiol. 59:2293-
2298. 1993 
 
Martínez, R., N. Martínez y MV, Martínez.  Diseño de Experimentos en Ciencias 
Agropecuarias y Biológicas con SAS, SPSS, R y Statistix. Fondo Nacional Universitario.  
Bogotá, D.C. Colombia. 2011 
 
Matto S, Foreman A, Cotter P, and Miller J. Mechanisms of Bordetella pathogenesis.  
Front. Biosci. 6:e168-e186, 2001 
Bibliografía 83 
 
 
 
May B, Zhang Q, Ling L, Paustian M, Whittam T and Kapur V. Complete genomic 
sequence of Pasteurella multocida, Pm70. PNAS. 98:3460-3465, 2001 
 
Mbuthia PG, Christensen H, Boyce M, Majken K, Petersen D, Bisgaard M, Nyaga PN, 
and Olsen JH. Specific Detection of Pasteurella multocida in Chickens with Fowl Cholera 
and in Pig Lung Tissues Using Fluorescent rRNA In Situ Hybridization. J Clin Microbiol. 
39:2627–2633, 2001  
 
McNicol, A Farquharson M. In situ hybridization and its diagnostic applications in 
pathology. J. pathol. 182:250-261.1997 
 
Mertz L, Rashtchian A. Nucleotide imbalance and polymerase chain reaction: effects on 
DNA amplification and synthesis of high specific activity radiolabeled DNA probes. Anal. 
Biochem. 221:160-165. 1994 
 
Mertz H, Malisius R, Mannweiler S et al. Immunomax. A maximized immunohistochemical 
method for the retrieval and enhancement of hidden antigens. Lab. Invest. 73: 149-156. 
1995 
 
Michael FS, Li J, Vinogradov E, Larocque S, Harper M and Cox AD. Structural analysis of 
the lipopolysaccharide of Pasteurella multocida strain VP161: identification of both Kdo-P 
and Kdo–Kdo species in the lipopolysaccharide. Carbohydr. Res. 340:59-68, 2005   
 
Morales A, Jaramillo M, Ayala A, Trigo T. Evaluación de fagocitosis, efecto bactericida y 
citotoxicidad de Pasteurella haemolytica y Pasteurella multocida  en macrófagos 
alveolares en bovinos. Lat.-Amer. Microbiol. 36: 57-66, 1994 
 
Morel G, Cavalier A. In situ hybridization in light microscopy. Ed. CRC Press LLC. USA. 
327 p. 2001 
 
84 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
Mostegl M, Richter B, Nedorost N, Maderner A, Dinhopl N, Weissenböck H. Investigations 
on the prevalence and potential pathogenicity of intestinal trichomonads in pigs using in 
situ hybridization. Vet. Parasitol. 178: 58-63, 2011 
 
Nakai T, Kume K, Yoshikawa H, Oyamada Y, and Yoshikawa T. Adherence of Pasteurella 
multocida or Bordetella bronchiseptica to the swine nasal epithelial cell in vitro. Infect 
Immun. 56:234-240, 1988 
 
Nikiforov Y, Howles P. Polymerase Chain Reaction. In: Morphology Methods. Cell and 
Molecular Biology Techniques. Ed. Humana Press. USA. 422 p. 2001 
 
Oliver KR, Heavens RP and Sirinathsinghji DJ. Quantitative comparison of pretreatment 
regimens used to sensitize in situ hybridization using oligonucleotide probes on paraffin-
embedded brain tissue. J. Histochem. Cytochem. 45:1707-1713. 1997 
 
Othman S, Parton R, Coote J. Interaction between mammalian cells an Pasteurella 
multocida B:2. Adherence, invasion and intracellular survival. Microbial Pathogenesis. 52: 
353-358. 2012 
 
Pagani A, Cerrato and Bussolati G. Nonspecific in situ hybridization reaction in 
neuroendocrin cells and tumors of the gastrointestinal tract using oligonucleotide probes. 
Diagn. Mol. Pathol. 2:125-130. 1993 
 
Pereira M, Singer R, Meirellas M. Ultrastructural distribution of poly (A)+ RNA during 
Trypanosoma cruzi-cardiomyocyte interaction in vitro: a quantitative analysis of the total 
mRNA content by in situ hybridization. J. Eukaryot. Microbiol. 47:264-270. 2000 
 
Polak J and Mc Gee J. In Situ Hybridization: Principles and Practice. Oxford University 
Press. Oxford. Pp 10-30. 1990 
 
Ponder B, Wilkinson M. Inhibition of endogenous tissue alkaline phosphatase with the use 
of alkaline phosphatase conjugates in mmunohistochemistry. J. Histochem. 29:981-984. 
1981 
Bibliografía 85 
 
 
 
Poppert S, Essig A, Marre R, Wagner M and Horn M. Detection and Differentiation of 
Chlamydiae by Fluorescence In Situ Hybridization. Appl Environ Microbiol. 68:4081–4089, 
2002  
 
Pors S, Hansen M, Bisgaard M, Jensen H. a. Occurrence and associated lesions of 
Pasteurella multocida in porcine bronchopneumonia. Vet Microbiol. 150: 160-166. 2011a 
 
Pors S, Chadfield M, Sorensen D, Offenberg H, Heegard P, Bisgaard M and Jensen H. b. 
Pathology, tissue metalloproteinase transcription and haptoglobin responses in mice after 
experimental challenge with different isolates of Pasteurella multocida obtained from 
cases of porcine pneumonia. J. Comp. Path. 145:251-260. 2011b 
 
Pors S, Hansen M, Christensen H, Jensen H, Petersen A, Bisgaard M c. Genetic Diversity 
and associated pathology of Pasteurella multocida from porcine pneumonia. Vet  
Microbiol. 150: 354-361. 2011c 
 
Pulido A.  Estandarización de la técnica de hibridación in situ para la detección de 
Streptococcus agalactiae en tejidos de tilapia roja (Oreochromis sp.) y su uso potencial 
en estudios epidemiológicos y de patogenesis.  Trabajo de grado presentado para optar 
al título de Magíster en Salud y Producción Animal. Universidad Nacional de Colombia. 
Bogotá-Colombia. 2010 
 
Ramírez- Romero R y Brogden K. Patogenesis del daño pulmonar provocado por 
Pasteurella  haemolytica. Lat- Amer. Microbiol. 35: 353-365, 1995 
 
Ramirez-Romero R. Brodgen K, Cutlip TC. Influence of immunization on the pulmonary 
inflammatory response of rabbits induced by Pasteurella haemolytica A1 
lipopolysaccharide. J Comp Pathol 117:137-45, 1997 
 
Register KB, Lee RM and Thomson C. Two-color Hybridization assay for simultaneous 
detection of Bordetella bronchiseptica and toxigenic Pasteurella multocida from swine. J 
Clin Microbiol 36:3342-3346, 1998 
 
86 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
Rimler RB and Brodgen KA. Pasteurella multocida isolated from rabbits and swine: 
serologic types and toxin production. Am J Vet Res. 47:730-737, 1986 
 
Roa L. Valoración de la participación de la Pasteurella multocida  en la enfermedad 
respiratoria de los conejos y caracterización de su interrelación con distintas regiones del 
tracto respiratorio. Tesis. Universidad Nacional de Colombia. Facultad de Medicina 
Veterinaria y Zootecnia, 2004 
 
Romero S. Exposición Simultánea y Secuencial al lipopolisacárido de Pasteurella 
multocida y a Pasteurella multocida en cultivos de fosa nasal de conejo. Trabajo de grado 
presentado para optar al título de Magíster en Salud Animal. Universidad Nacional de 
Colombia. Bogotá-Colombia. 2012 
 
 
Rougier S, Galland D, Boucher S, Boussarie D and Vallé M. Epidemiology and 
susceptibility of pathogenic bacteria responsible for upper respiratory tract infections in 
pet rabbits. Vet. Microbiol. 115:192-198, 2006 
 
Schmitz G, Waiter T, Seibl R, Kessler C. Nonradioactive labeling of oligonucleotides in 
vitro with the hapten digoxigenin by tailing with terminal transferase. Anal. Biochem. 
192:222-231. 1991 
 
Schwarzacher T, Heslop-Harrison P. Practical in situ Hybridization. BIOS Scientific 
Publishers. UK. 203 p. 2000 
 
Seleim R. Review: Major pathogenic components of pasteurella multocida and 
mannheimia (pasteurella) haemolytica isolated from animal origin. Internal. J. Vet. Med. 
[On line]. 2005 
 
Sekiguchi M, Shibahara T, Miyazaki A, Tajima T, Shimizu S, Kabali E, Takano Y, Sasaki 
Y, Kubo M. In situ hybridization and immunohistochemestry for the detection of porcine 
cytomegalovirus. J. Virol. Meth. 179: 272-275. 2012 
 
Bibliografía 87 
 
 
Sethi R, Brar R, Singh O, Singh B. Immunolocalization of pulmonary intravascular 
macophages, TLR4, TLR9 and IL-8 in normal and Pasteurella multocida-infected lungs of 
water buffalo (Bubalus bubalis). J. Comp. Path. 144: 135-144. 2011 
 
Sheldon S. Fluorescent in situ hybridization. In: Morphology Methods. Cell and Molecular 
Biology Techniques. Ed. Humana Press. USA. p. 67-89. 2001 
 
Shi S, Key M and Kalra K. Antigen retrieval in formalin-fixed, paraffin-embedded tissues: 
An enhancement method for immunohistochemical staining based on microwave oven 
heating of tissue sections. J. Histochem. Cvtochem. 39:741-748. 1991 
 
Shi S, Cote R and Taylor C. Antigen retrieval techniques: Current perspectives. J. 
Histochem. Cvtochem.49:931-937. 2001 
 
Shibata D, Martin W, Arnheim N. Analysis of DNA sequences in forty-year old paraffin-
embedded thin-tissue sections: a bridge between molecular biology and classic histology. 
Cancer Res. 48:4564-4566. 1988 
 
Shibata Y, Fujita S, Takahashi H, Yamaguchi A, Koji T. Assesment of decalifying 
protocols for detection of specific RNA by non-radioactive in situ hybridization in calcified 
tissues. Histochem. Cell Biol. 113: 153-159. 2000 
 
Shiaishi F, Zippel B, Neu T, Arp G. In situ detection of bacteria in calcified biofilms using 
FISH and CARD-FISH. J. Microbiol. Meth. 75: 103-108. 2008 
 
Sibon OC, Cremers FF, Boonstra HJ and Verkeij AJ. Localization of nuclear RNA by pre- 
and post-embedding in situ hybridization using different gold probes. Histochem. J. 37:35-
45. 1995 
 
Smith D. Adherence and pathogenesis of Pasteurella multocida- A sticky problem.  Vet. J. 
159: 215-216. 2000 
 
88 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
Speel E, Hopman AH and Komminoth P. Amplification methods to increase the sensitivity 
of in situ hybridization: play CARD(S). J. Histochem. Cytochem. 47: 281-288. 1999 
 
Srinivasan M, Sedmak D and Jewell S. Effect of fixatives and tissue processing on the 
content and integrity of nucleic acids. Am. J. Path. 161 (6): 1961-1971. 2002 
 
Stahl WL, Eakin TJ, and Baskin DG. Selection of oligonucleotide probes for detection of 
mRNA isoforms. J Histochem Cytochem. 41:1735-1740. 1993 
 
Steel JH, Jeffery RE, Longcroft JM, Rogers LA and Poulsom R. Comparison of isotropic 
and non-isotropic labeling for in situ hybridization of various mRNA targets with cRNA 
probes. Eur. J. Histochem. 42:143-150. 1998 
 
Strehl S, Ambros P. Fluorescent in situ hybridization combined with 
immunohistochemistry for highly sensitive detection of chromosome 1 aberrations in 
neuroblastoma. cytogenet. Cell Genet. 63:24-28. 1993 
 
Stroot J, Leach K, Stroot P, Lim D. Capture antibody targeted fluorescence in situ 
hybridization (CAT-FISH); Dual labeling allows for increased specificity in complex 
samples. J. Microbiol. Meth. 88: 275-284. 2012 
 
Svendsen C, Boye M, Struve C, Krogfelt K. A novel fluorescent in situ hybridization 
technique for detection of Rickettsia spp. In archival samples. Journal of Microbiological 
Methods 76: 301–304. 2009 
 
Takahashi T, Ishiguro K. Development of an automatic machine for in situ hybridization 
and immunohistochemistry. Anal Biochem. 196:390-402. 1991 
 
Tang Y. Persing D. Molecular detection and identification of microorganisms. In: Murry, 
P.A., Barton, E.J., Pfaller, M.A., Tenover, F.C., Yolken, R.H. (Eds.), Manual of Clinical 
Microbiology, ASM Press, Washington, DC. 1999 
 
Bibliografía 89 
 
 
Tanke H, Dirks R and Raap T. FISH and immunocytochemistry: towards visualising single 
target molecules in living cells. Curr. Op. Biotech. 16:49–54. 2005 
 
Tegtmeier C, Angen Ø, Ahrens P. Comparison of bacterial cultivation, PCR, in situ 
hybridization and immunohistochemistry as tools for diagnosis of Haemophilus somnus 
pneumonia in cattle. Vet microbiol. 76:385-394. 2000 
 
Townsend K, Boyce J, Chung J, Fost A and  Adler B. Genetic Organization of Pasteurella 
multocida cap Loci and Development of a Multiplex Capsular PCR Typing System. J. Clin. 
Microbiol. 39:924-929, 2001 
 
Ueda T, Kobori A, Yamayoshi A, Yoshida H, Yamaguchi M, Murakami A. RNA-based 
diagnosis in a multicellular specimen by whole mount in situ hybridization using an RNA-
specific probe. Bioorg. Med. Chem. Accepted Manuscript, doi: 
http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2012.08.028   2012 
 
Vass K, Berger M, Nowak T, Welch W, Lassmann H. Induction of stress protein HSP 70 
nerve cells after status epilepticus in rat. Neurosci. Lett. 100:259-264. 1989 
 
Velásquez J, Carnevale S, Labbe J, Chertcoff A, Cabrera M Oelemann W. In situ 
hybridization: a molecular approach for the diagnosis of the microsporidian parasite 
Enterocytozoon bieneusi. Hum. Pathol. 30:54-58. 1999 
 
Villa A, Gracia E, Fernández A, Albizu I, y Aselga R. Patología respiratoria en conejos de 
granja. Vet Rec. 23:788-789, 2001 
 
Volkhard A, Kempf J, Karlheinz T and Autenrieth I. Fluorescent In Situ Hybridization 
Allows Rapid Identification of Microorganisms in Blood Cultures. J Clin Microbiol. 38(2): 
830–838, 2000 
 
Wagner M and Haider S. New Trends in fluorescence in situ hybridization for identification 
and functional analysis of microbes. Curr. Op. Biotech. 23: 96-102. 2012 
90 Comparación entre hibridización in situ e inmunoperoxidasa indirecta 
para la determinación de la ubicación de Pasteurella multocida en 
conejos afectados con enfermedad respiratoria 
 
 
 
Watson WT, Goldsboro JA, Williams FP and Sueur R. Experimental respiratory infection 
with Pasteurella multocida y Bordetella bronchiseptica in rabbits. Lab Anim Sci, 25:459-
464, 1975 
 
Wellinghausen N, Köthe J, Wirths B, Sigge A and Poppert S. Superiority of Molecular 
Techniques for Identification of Gram-Negative, Oxidase-Positive Rods, Including 
Morphologically Nontypical Pseudomonas aeruginosa, from Patients with Cystic Fibrosis. 
J Clin Microbiol. 43:4070–4075, 2005 
 
Werckenthin C, Gey A, Straubinger R, Poppert S. Rapid identification of the animal 
pathogens Streptococcus uberis and Arcanobacyerium pyogenes by fluorescence in situ 
hybridization (FISH). Vet Microbiol. 156: 330-335. 2012 
 
Wetmer J, Ruyechen W, Douthart R. Denaturation and renaturation of Penicillium 
chrysogenum mycophage double-stranded ribonucleic acid in tetra alkylammonium salt 
solutions. Biochemistry. 20:2999-3002. 1981 
 
Whiley H, Taylor M, Bentham R. Detection of Legionella species in potting mixes using 
fluorescnet in situ hybridization (FISH). J. Microbiol. Meth. 86: 304-309. 2011 
 
Whitlon D, Szakaly R, Greiner M. Cryoembedding and sectioning of cochleas for 
immunocytochemistry and in situ hybridization. Brain Res. Protoc. 6:159-166. 2001 
 
Wu Q, Li Y, Wang M, Pan X, Tang Y. Fluorescence in situ hybridization rapidly detects 
three different pathogenic bacteria in urinary tract infection samples. J. Microbiol. Meth. 
83: 175-178, 2010 
 
Wu R and Zuo-rong R. 2.Comparison of Chromogenic in situ Hybridization, Fluorescence 
in situ Hybridization, and lmmunohistochemistry. Handbook of Immunohistochemistry and 
in situ Hybridization of Human Carcinomas, Volume 1: Molecular Genetics; Lung and 
Breast Carcinomas. USA. 2004. 
Bibliografía 91 
 
 
 
Yamasaki M, Kobayashi Y, Nakamura K, Sasaki N, Murakami M, Rajapakshage B, Ohta 
H, Yamato O, Maede Y, Takiguchi M. Babesia gibsoni: Detection in blood smears ans 
formalin-fixed, paraffin embedded tissues using deoxyribonucleic acid in situ hybridization 
analysis. Experiment. Parasitol. 127: 119-126. 2011. 
 
Zhang X, Wu S, Shuai J, Dong Q, Fang W. Peptide nucleic acid fluorescence in situ 
hybridization for identification of Listeria genus, Listeria monocygenes and Listeria 
ivanovii. Internal. J. Food Microbiol. 157: 309-313. 2012 
 
Zimmerman TE, Deeb BJ, and Giacomo RF. Polypeptides associated with Pasteurella 
multocida infection in rabbits. Am J Vet Res. 53:1108-12, 1992 
 
Zurita M, Bieber D, Mansour T. Identification, expression and in situ hybridization of an 
eggshell protein gene from Fasciola hepatica. Mol. Biochem. Parasitol. 37:11-17. 1989.  
